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Kapitel 1
Einleitung
1.1 Das Nervensystem
Ho¨her entwickelte Lebewesen beno¨tigen u¨bergeordnete, leistungsfa¨hige
Informations-, Koordinations- und Steuersysteme zur Aufnahme umweltbe-
dingter oder im Ko¨rper entstehender Reize. Im tierischen bzw. menschlichen
Organismus werden diese Aufgaben vom Nervensystem und vom hormonalen
System u¨bernommen. Das Nervensystem wandelt Reize in nervo¨se Erregun-
gen um, leitet diese weiter und verarbeitet sie. Es koordiniert und steuert
Ko¨rperfunktionen durch Impulse, die vom Zentrum zur Peripherie abgegeben
werden und beeinflusst geistige und psychische Vorga¨nge (Mutschler, 1996). Nach
anatomischen und funktionellen Gesichtspunkten unterscheidet man zwischen
dem Zentralnervensystem (ZNS), zu dem Gehirn und Ru¨ckenmark geza¨hlt werden,
und dem peripheren Nervensystem, das die Leitungsbahnen von der Peripherie
zum ZNS (afferente, sensorische Bahnen) und vom ZNS zur Peripherie (efferente,
motorische Bahnen) umfasst. Eine weitere Gliederung ist die Unterteilung in
das autonome (vegetative) und das somatische (willku¨rliche) Nervensystem mit
jeweils einem zentralen und einem peripheren Teil. Das Nervengewebe, aus dem
sich das Nervensystem zusammensetzt, besteht aus Nervenzellen (Neuronen) und
Neuroglia. Die Informationsaufnahme, -verarbeitung und -u¨bermittlung wird
hauptsa¨chlich von den Nervenzellen u¨bernommen. Physiologische Rezeptoren
1
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wandeln physikalische und chemische Reize in Aktionspotentiale um und leiten
sie in Form einer Abnahme des Membranpotentials entlang des Axons weiter zur
Synapse, dem eigentlichen Ort der Informationsu¨bertragung (Mutschler, 1996).
An der Synapse einlaufende Aktionspotentiale lo¨sen an der pra¨synaptischen
Membran die Freisetzung von chemischen U¨bertra¨gerstoffen (Neurotransmitter)
aus Vesikeln aus.
1.2 Neurotransmitter
Neurotransmitter werden in Neuronen synthetisiert. Sie liegen pra¨synaptisch vor
und werden in genu¨gend grosser Menge freigesetzt, um eine bestimmte Wirkung
am postsynaptischen Neuron oder am Effektororgan hervorzurufen. Wird die Sub-
stanz in entsprechender Konzentration exogen verabreicht, ahmt sie die Wirkung
eines endogen freigesetzten Neurotransmitters exakt nach (das heißt sie aktiviert
in der postsynaptischen Zelle die gleichen Ionenekana¨le oder second messenger -
Systeme). Neurotransmitter werden durch einen spezifischen Mechanismus (zum
Beispiel enzymatischer Abbau und/oder Wiederaufnahme) aus dem synaptischen
Spalt entfernt (Kandel et al., 1995).
Zu den Neurotransmittern geho¨ren Acetylcholin, biogene Amine (Dopamin, No-
radrenalin, Adrenalin, Serotonin und Histamin), Aminosa¨uren (Glutaminsa¨ure,
Asparaginsa¨ure, Gamma-Aminobuttersa¨ure (GABA), Glycin), Neuropeptide
(Opioide, Peptide der Neurohypophyse, Tachykinine, Sekretine, Insuline, Somato-
statine, Gastrine), Adenosintriphosphat (ATP) und Adenosin (Mutschler, 1996).
1.3 Neuropeptide
1.3.1 Neuropeptidfamilien
Viele kurzkettige Peptide sind in Nervenzellen pharmakologisch aktiv. Dabei sind
die Wirkungsmechanismen sehr unterschiedlich. Neuropeptide wirken hemmend
oder erregend oder ko¨nnen am Zielorgan auch beide Wirkungen auslo¨sen.
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Manche Peptide, wie zum Beispiel Oxytocin, Vasopressin, Somatostatin oder
das luteinisierende Hormon, wurden bereits fru¨her als Hormone mit bekannten
Zielen ausserhalb des Gehirns oder als Produkt neuroendokriner Sekretion
identifiziert (Burbach et al., 2001; Lohmeier, 2003; Guillemin, 2005). Zusa¨tzlich
zu ihrer Wirkung als Hormon fungieren Neuropepeptide wie die Tachykinine
auch als Neurotransmitter (Pennefather et al., 2004; Maggi, 2000, Kandel et al.,
1995). Neuropeptide werden auch als Neuromodulatoren bezeichnet, wenn sie
ihre Wirkung indirekt durch die Aktivierung von second messenger -Systemen
erzielen und nicht wie die klassischen niedermolekularen Transmitter durch
Wechselwirkung mit Ligand-gesteuerten Ionenkana¨len (Sossin et al., 1989).
Typisch fu¨r Neuropeptide ist eine Gruppierung in Familien. Die Mitglieder der
einzelnen Familien enthalten jeweils Bereiche mit a¨hnlicher Aminosa¨uresequenz.
Zu den Hauptfamilien za¨hlen zum Beispiel Opioide (β-Endorphin, Enkephaline,
Dynorphine), Peptide der Neurohypophyse (Vasopressin, Oxytocin) und Tachy-
kinine (Substanz P, Neurokinin A, Neurokinin B) (Akil et al., 1998; Kesteren et
al., 1992; Hoyle 1998).
1.3.2 Synthese und Speicherung
Niedermolekulare Neurotransmitter werden in Neuronen synthetisiert, gespeichert
und bei Bedarf freigesetzt (Mutschler, 1996; Kandel et al.,1995). Die Neuropep-
tide dagegen werden durch Transkription der entsprechenden genomischen DNA-
Sequenz in mRNA und durch anschliessende Translation an den Ribosomen her-
gestellt. Das entstehende Pra¨-Pro-Peptid tra¨gt eine Signalsequenz, die bereits im
Lumen des endoplasmatischen Retikulums abgespalten wird (Pennefather et al.,
2004). Die weitere Prozessierung des so entstandenen Pro-Proteins findet dann im
Golgi-Apparat statt. Angriffspunkte fu¨r endoproteolytische Spaltung sind dabei
ha¨ufig Lys-Arg- oder Arg-Arg-Sequenzen (Sossin et al., 1989). Im Trans-Golgi-
Bereich werden Neuropeptide in große elektronenoptisch dichte Vesikel verpackt
und axonal zur Synapse transportiert (Sossin et al., 1989). Fu¨r viele Neuropepti-
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de, wie zum Beispiel auch fu¨r die Tachykinine, ist noch nicht gekla¨rt, ob sie als
Pro-Peptid in Vesikeln gespeichert und dort bei Bedarf zum eigentlichen Neuro-
peptid umgewandelt werden, oder ob das eigentliche Peptid hergestellt wird und
es erst danach in Vesikeln gespeichert und axonal zur Synapse transportiert wird
(Munekata, 1991, Sossin et al., 1989).
1.3.3 Cotransmission
In einem Neuron ko¨nnen gleichzeitig mehrere Neuropeptide oder Neuropeptide
und niedermolekulare Neurotransmitter vorliegen. Bei gleichzeitiger Freisetzung
ko¨nnen sich die Wirkungen der einzelnen Neurotransmitter versta¨rken oder auf-
heben (Kandel et al.,1995).
So liegt das Neuropeptid CGRP (calcitonin gene related peptide) in spina-
len Motoneuronen zusammen mit Acetylcholin vor (Laufert und Changeux,
1989). Acetylcholin aktiviert in diesem Fall nicotinische Acetylcholinrezepto-
ren der Skelettmuskulatur. CGRP hingegen aktiviert nach der Bindung an den
CRLR/RAMP-Komplex die Adenylatcyclase, wodurch der cAMP-Spiegel und die
cAMP-abha¨ngige Proteinphosphorylierung steigen (Conner et al., 2004; Cueille
und Garel, 2004). Eine erho¨hte Proteinphosphorylierung im Muskel fu¨hrt wieder-
um zur Steigerung der Kontraktionskraft (Rossi et al., 2003).
1.3.4 Inaktivierung
Die rechtzeitige Entfernung des Neurotransmitters aus dem synaptischen Spalt ist
fu¨r die synaptische U¨bertragung von großer Bedeutung. Mo¨gliche Mechanismen
der Inaktivierung sind Diffusion, enzymatischer Abbau und Wiederaufnahme.
Soweit es bisher bekannt ist, werden Neuropeptide hauptsa¨chlich durch enzyma-
tischen Abbau inaktiviert (Sossin et al., 1989; Pennefather et al., 2004). So ist
fu¨r das Tachzykinin Substanz P bekannt, dass es von drei Enzymen abgebaut
wird: Dipeptidyl-Amino Peptidase, Post-Prolin-Endopeptidase und Cathepsin D
(Severini et al., 2002).
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1.4 Tachykinine
Von den Familien der Neuropeptide ist die der Tachykinine eine der gro¨ßten.
Bisher wurden bereits mehr als 40 Tachykinine aus Geweben von Invertebraten,
Protochordaten und Vertebraten (Haut, Gastrointenstinaltrakt, peripheres und
zentrales Nervensystem) isoliert (Severini et al., 2002, Pennefather et al., 2004).
Aus Geweben von Sa¨ugern konnten bis vor kurzem jedoch nur drei Tachykinine
isoliert werden: Substanz P (SP), Neurokinin A (NKA) und Neurokinin B (NKB)
(Beaujouan et al., 2004). Das Gen Tac1 codiert SP und NKA. NKB wird in
Nagetieren wie Ratten oder Ma¨usen von Tac2 und im Menschen von Tac3
codiert (Page, 2004). Aufgrund ihres Vorkommens im Nervengewebe werden
SP, NKA und NKB als Neurokinine bezeichnet (Page, 2004; Pennefather et al.,
2004). Sie zeichnen sich durch eine Kettenla¨nge von 10-11 Aminosa¨uren und
die konservierte C-terminale Sequenz FXGLM-NH2 aus. X steht dabei fu¨r eine
hydrophobe Aminosa¨ure, die entweder aromatisch oder in β-Position aliphatisch
substituiert ist (Munekata 1991).
Substanz P Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2
Neurokinin A His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2
Neurokinin B Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2
Tabelle 1.1: Vergleich der Sequenzen verschiedener Tachykinine
Darstellung nach Munekata, 1991
Diese hydrophobe Region ist von zentraler Bedeutung fu¨r die Aktivierung der
drei Tachykininrezeptoren NK1 (Neurokinin 1 Rezeptor), NK2 (Neurokinin 2
Rezeptor) und NK3 (Neurokinin 3 Rezeptor). Außerdem tragen alle natu¨rlich
vorkommenden Tachykinine am C-terminalen Ende eine Amid-Gruppe, die
ebenfalls wichtig fu¨r die biologische Aktivita¨t zu sein scheint (Severini et al.,
2002). Daraus folgt, dass SP, NKA und NKB an allen Tachykininrezeptoren als
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Agonisten wirken. Es bestehen jedoch Pra¨ferenzen, die wahrscheinlich durch die
verschiedenen hydrophilen N-terminalen Sequenzen vermittelt werden. SP weist
die ho¨chste Rezeptorspezifita¨t zu NK1, NKA zu NK2 und NKB zu NK3 auf
(Ho¨kfelt et al., 2001; Page, 2004; Pennefather et al., 2004; Maggi, 2000).
Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Tachykinin-Systems Jedes Tachykinin weist
hohe Affinita¨t zu einem der Tachykininrezeptoren auf. Bei ho¨heren Konzentrationen ko¨nnen
sie aber auch andere Tachykininrezeptoren aktivieren
Erst im Jahr 2000 wurde eine neue Gruppe von Tachykininen und tachyki-
nina¨hnlichen Peptiden in Geweben von Ratte, Maus und Mensch entdeckt. Sie
werden von Tac4 codiert und als Hemokinine und Endokinine bezeichnet. Im
Gegensatz zu den Neurokininen werden diese Peptide vor allem in peripheren
Geweben und Zellen des Immunsystems exprimiert (Page, 2004; Pennefather et
al., 2004).
1.4.1 Tachykininrezeptoren
Die Tachykininrezeptoren geho¨ren zu den membransta¨ndigen G-Protein gekop-
pelten Rezeptoren (Gether, 2000). Zu dieser Gruppe geho¨ren zum Beispiel die
Rezeptoren fu¨r Noradrenalin und Adrenalin, Dopamin-Rezeptoren, Histamin-
Rezeptoren, Opioid-Rezeptoren und Prostaglandin-Rezeptoren (Flower, 1999;
Fredriksson et al., 2003). Nach der Einteilung von Attwood und Findlay (1994)
und Kolakowski (1994) geho¨ren Tachykininrezeptoren zur Klasse A (rhodopsin-
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like) der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (Attwood und Findlay, 1994;
Kolakowski, 1994; http://www.gpcrdb.org). Sieben Transmembrandoma¨nen
formen eine von außen zuga¨ngliche Tasche, in der sich die Bindungsstelle fu¨r
den U¨bertra¨gerstoff befindet (Ho¨kfelt et al., 2001). Extrazellula¨re Schleifen
u¨bernehmen bei den Tachykininrezeptoren vermutlich die Aufgabe der Se-
lektion des Liganden, wohingegen erst die Interaktion des Liganden mit den
Transmembrandoma¨nen zur Rezeptoraktivierung, also zur Anlagerung des
G-Proteins, fu¨hrt (Severini et al., 2002). Nach Anlagerung des heterogenen
Trimers Guanyl-nucleotid-bindendes Protein (G-Protein) wird GDP von der
β-Untereinheit des G-Proteins abgespalten und GTP gebunden. Daraufhin trennt
sich diese Untereinheit von dem βγ-Dimer und tritt mit einem membransta¨ndigen
Effektorprotein in Kontakt (Gether, 2000). Im Fall von Tachykininrezeptoren
ist dies zuna¨chst die membransta¨ndige Phospholipase C. Erst bei ho¨heren
Tachykininkonzentrationen wird auch die Adenylatcyclase aktiviert (Nakajima et
al., 1992).
Phospholipase C kann aus Phosphatidylinositol den intrazellula¨ren Botenstoff
(second messenger) das Inositol(1,4,5)triphosphat (IP3) freisetzen. Es bewirkt
eine Freisetzung von Calcium-Ionen aus dem endoplasmatischen Retikulum und
lo¨st so zum Beispiel eine Dru¨sensekretion oder eine Tonuserho¨hung an glatter
Muskulatur aus. Nach der Abspaltung von IP3 bleibt das Diacylglycerin zuru¨ck,
das ebenfalls u¨ber Phosphorylierung von Proteinen die Zellfunktion beeinflusst
(Kandel et al., 1995). Die Adenylatcyclase katalysiert die Bildung von cyclischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) das ebenfalls ein second messenger ist. Steigt
die cAMP-Konzentration, so wird unter Einwirkung dieses second messenger eine
regulatorische Untereinheit im Enzym Proteinase A abgespalten. Das Enzym
u¨bertra¨gt dann Phosphatreste auf andere Enzyme und vera¨ndert damit ihre
Aktivita¨t (Kandel et al., 1995).
Welche physiologische Funktion die Aktivierung der Tachykininrezeptoren hat,
wird zurzeit noch in pharmakologischen und genetischen Studien untersucht.
Obwohl viele Studien zeigen, dass Tachykininrezeptoren an Schmerzempfindung
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(Cao et al., 1998), Entzu¨ndungsreaktionen (Campos und Calixto, 2000; Myers et
al., 2005) und psychischen Reaktionen (Stress) (Bilkei-Gorzo et al., 2002; Santa-
relli et al., 2003) beteiligt sein ko¨nnen, hat sich bisher nur ein Wirkstoff auf dem
Markt durchgesetzt. Aprepitant (Emend®), ein selektiver, ZNS-ga¨ngiger NK1
Rezeptor-Antagonist, hat seit 2004 eine Zulassung als Antiemetikum (Hellwig,
2004). Es wird in Kombination mit 5-HT3-Antagonisten und Dexamethason
bei akuter und verzo¨gerter U¨belkeit und Erbrechen nach einer Chemotherapie
eingesetzt (Hesketh et al., 2003). Der genaue Wirkmechanismus ist noch nicht
vollsta¨ndig aufgekla¨rt. Aber ein Kriterium fu¨r die antiemetische Wirkung der
NK1 Antagonisten ist die U¨berwindung der Blut-Hirn-Schranke (Sanger, 2004).
Auch in NK1 Knockout-Ma¨usen wurde eine reduzierte Reaktion auf toxische
Stoffe (wie zum Beispiel Capsaicin) nachgewiesen, wodurch eine Beteiligung der
NK1 Rezeptoren an der emetischen Reaktion ebenfalls besta¨tigt wurde (Ho¨kfelt
et al., 2001). Osanetant, ein NK3-Antagonist, der bei Schizophrenie eingesetzt
werden sollte, erreichte nur die Phase IIa der klinischen Studien (Kamali, 2001).
Tachykininrezeptoren werden heterogen in verschiedenen Geweben exprimiert
(Pinto et al., 2004; Patak et al., 2002). Zusa¨tzlich scheint es speziesbedingte
Unterschiede in der Expression der Tachykininrezeptoren zu geben. Ergebnisse,
die aus Studien mit einer Spezies gewonnen wurden, sollten darum nicht auf
andere Spezies extrapoliert werden (Pinto et al., 2004; Patak et al., 2002).
Bisher konnten zwei der Neurokininrezeptoren durch gezielte Deletion ausge-
schaltet werden. Ma¨use, bei denen das NK1 Gen fehlt, zeigen in Verhaltenstests
im Vergleich zu Wildtyptieren eine verminderte Stressreaktion (De Felipe et
al., 1998; Rupniak et al., 2001; Santarelli et al., 2000). Studien mit allergischen
Ma¨usen zeigten, das entzu¨ndliche Reaktionen der Bronchien nach der Inhalation
eines NK3 Rezeptor Antagonisten (SR 142801) positiv beeinflusst werden konnten
(Nenan et al., 2001). Nach einer Deletion des NK3 Gens zeigten Ma¨use wider
Erwarten keine Vera¨nderung in pulmonaren allergischen Reaktionen (Kung et
al., 2004).
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1.4.2 SP und NKA
Tac1 codiert, wie bereits erwa¨hnt, die Tachykinine SP und NKA. Durch alterna-
tives Spleissen wird eine Vorla¨ufer-RNA so prozessiert, dass vier mRNAs (αTac1,
βTac1, γTac1, δTac1) entstehen, aus denen vier Pra¨-Pro-Peptide synthetisiert
werden. Alle vier Vorla¨uferpeptide codieren SP. β- und γ-Tac1 codieren zusa¨tzlich
NKA, Neuropeptid K und Neuropeptid γ, wobei die beiden letztgenannten zwei
verla¨ngerte Formen von NKA darstellen (Severinin et al., 2002; Ho¨kfelt et al.,
2001).
Am ha¨ufigsten sind die γ- und β-Form der mRNAs, also die Formen, die SP und
NKA gleichzeitig codieren. Das bedeutet aber auch, das SP und NKA in den
meisten Fa¨llen gleichzeitig synthetisiert und freigesetzt werden (Pennefather et
al., 2004). Bei dieser tachykininergen Cotransmission handelt es sich also um eine
Sonderform der Cotransmission von Neuropeptiden, bei der die Neurotransmitter
nicht nur gleichzeitig freigesetzt sondern auch gleichzeitig synthetisiert werden.
Die Effekte ko¨nnen sich bei gleichzeitiger Freisetzung von SP und NKA je nach
Verteilung und Funktion der NK1 und NK2 Rezeptoren im Gewebe auf ver-
schieden Art (Summierung der Effekte, Cooperation, Spezialisierung) versta¨rken
(Maggi 2000).
SP wurde im Nervengewebe vieler Sa¨ugetiere unter anderem auch im mensch-
lichen Gehirn (Chawla et al., 1997) und im Ru¨ckenmark (Covenas et al.,
2003) nachgewiesen. Hohe Konzentrationen traten dabei im Mesencephalon, im
Hypothalamus und in der Area preoptica auf. SP konnte aber auch im peripheren
Nervensystem (zum Beispiel in Spinal- und Trigeminalganglien und im Vagus-
nerv), im Auge und im Magen-Darm-Trakt nachgewiesen werden (Pernow, 1983).
Die Funktion von SP und NKA wurde unter anderem am murinen Knock-
out-Modell untersucht. Tac1-/--Ma¨use zeigen in Verhaltenstests ein weniger
a¨ngstliches Verhalten als Wildtyp-Ma¨use. Daraus konnte geschlossen werden,
dass depressives und a¨ngstliches Verhalten maßgeblich durch die Tachykinine
SP und NKA beeinflusst wird (Bilkei-Gorzo et al., 2002). Ma¨use mit einer
Deletion des Tac1 Gen zeigen außerdem noch ein geringeres Schmerzempfinden
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im Hotplate- und im Formalin-Test. Daraus la¨sst sich eine Beteiligung von Tac1
und den Tachykininen SP und NKA an Schmerz- und Entzu¨ndungsreaktionen
ableiten (Zimmer et al., 1998). Eine Besonderheit des Tac1-/--Knockout-Modells
liegt jedoch darin, dass durch de Deletion eines Gens nicht nur ein Tachykinin
sondern gleich zwei Tachykinine (SP und NKA) ausgeschalten wurden.
1.4.3 Neurokinin B
U¨ber das murine Tac2 Gen und das humane Tac3 Gen und das von diesen Ge-
nen codierte Peptid NKB ist im Vergleich zu SP nur wenig bekannt. Bis zum
Jahr 2001 war lediglich die Verteilung von NKB im zentralen Nervensystem von
Ratten beschrieben worden (Warden und Young, 1988; Marksteiner et al., 1992)
und es gab nur wenig Information u¨ber die Verteilung von NKB im menschlichen
Gehirn (Chawla et al., 1997, Koutcherov et al., 2000). In peripheren Geweben
konnte NKB lange nicht nachgewiesen werden (Moussaoui et al., 1992). Es war
nicht mo¨glich, dem Peptid aufgrund vorhandener Daten eine bestimmte physiolo-
gische Funktion zuzuordnen.
Mittlerweile wurde NKB auch in peripheren menschlichen Geweben nachgewie-
sen. Tac3 Transkripte, die NKB im menschlichen Organismus codieren, wurden
ausser im Gehirn auch in der Plazenta, in den Hoden, in den Nieren, in der Pro-
stata, im Knochenmark, in der Speicheldru¨se, in Skelettmuskeln, im Thymus, in
der Nebenniere und in der Lunge detektiert. Im Cerebellum, der Leber und der
Milz wird Tac3 nicht exprimiert (Pinto et al., 2004). Tac3 Transkripte sind in pe-
ripheren Geweben hauptsa¨chlich in Zellen enthalten, die nicht zum Nervengewebe
geho¨ren, wobei nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch periphere Ganglien
oder Nervenenden NKB freisetzen (Pinto et al., 2004). Vergleichbar umfangreiche
Studien fu¨r Ma¨use oder Ratten gibt es bisher nicht. Da diese Tiere aber ha¨ufig in
pharmakologischen und genetischen Studien eingesetzt werden, wa¨re es notwendig
die NKB Expression auch in Ma¨usen und Ratten zu untersuchen und mit vorhan-
denen Daten zu vergleichen. Erst dann wird klar, ob Ergebnisse aus Tierversuchen
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auf den Menschen u¨bertragen werden ko¨nnen.
Pathophysiologische Bedeutung gewann NKB als ein Zusammenhang zwischen ho-
hen NKB-Konzentrationen wa¨hrend des letzten Trimenons der Schwangerschaft
und Pra¨eklampsie nachgewiesen werden konnte (Page et al., 2001; Page et al.,
2000). Pra¨eklampsie betrifft 5-10% der Erstschwangerschaften. Dabei auftreten-
de Symptome sind erho¨hter Blutdruck, Proteinurie, Sto¨rungen der Blutgerin-
nung und periphere und cerebrale O¨deme. In besonders schweren Fa¨llen ko¨nnen
auch zentralnervo¨se Kra¨mpfe auftreten (Eklampsie) (Cross, 2003). NKB wird in
der Schwangerschaft von Syncytiotrophoblasten freigesetzt und gelangt in den
mu¨tterlichen Blutkreislauf. Hohe NKB-Konzentration fu¨hren zu einer Aktivie-
rung von NK3 Rezeptoren, was zu erho¨htem Blutdruck fu¨hren kann (Page et al.,
2000). Wodurch die erho¨hte Freisetzung von NKB verursacht wird, ist bislang je-
doch noch nicht gekla¨rt.
U¨ber die Funktion von NKB im zentralen Nervensystem ist noch weniger be-
kannt. Es konnte bisher nur nachgewiesen werden, dass die Expression von NKB
im Nucleus arcuatus durch den O¨strogenrezeptor α reguliert wird (Dellovade und
Merchenthaler, 2004). Außerdem konnte in Versuchen mit Ratten gezeigt wer-
den, dass sich die Genexpression von NKB und NK3 nach zentralen Kra¨mpfen in
Abha¨ngigkeit von der Zeit vera¨ndert (Schwarzer et al., 1996). NK3 Rezeptoren
im Ru¨ckenmark scheinen auch am der Modulation von Schmerzen im gastrointes-
tinalen Bereich beteiligt zu sein (Sanger et al., 2004). Obwohl NKB in fast allen
Bereichen des Gehirns exprimiert wird, konnten noch keine weiteren Funktionen
zugeordnet werden.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die endogene Expression von NKB und
der NK3 Rezeptoren und die physiologische Funktion von NKB in Ma¨usen zu
beschreiben.
Dazu wurde zuna¨chst die Expression von NKB und der NK3 Rezeptoren mittels
immunhistochemischer Methoden, nichtradioaktiver in situ- Hybridisierung und
RT-PCR untersucht werden. Der Schwerpunkt lag dabei auf einer vergleichen-
den Analyse der Expression und Verteilung von NKB und der NK3 Rezeptoren
im zentralen Nervensystem von Ma¨usen und Ratten. Gleichzeitig sollte eine Tac2
Knockout-Mauslinie hergestellt und untersucht werden. Zur gezielten Deletion
des murinen Tac2 Gens wurde ein Targeting-Vektor hergestellt und in murine
ES-Zellen injiziert. Daraus hervorgegangene ES-Zellklone, in denen eine homolo-
ge Rekombination stattgefunden hatte, wurden in Blastozysten injiziert und mit
Morulae aggregiert. Homozygote Knockout-Tiere sollten anschliessend aus Ver-
paarungen der chima¨ren Tieren erhalten werden.
Kapitel 2
Material
2.1 Chemikalien
Soweit nichts anderes erwa¨hnt wird, wurden alle benutzten Chemikalien von den
Firmen Sigma-Aldrich, Fluka oder Applichem bezogen.
2.2 Dialysemembran
Zur Aufreinigung des Antiko¨rpers aus Eigelb wurde eine Dialyse-Membran
(Spectra/Por®Float-A-Lyzer®) von Spectrum Laboratories Inc., USA verwen-
det.
2.3 E. coli -Zellen
Zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurden TOP 10 Zellen von Invitrogen
verwendet.
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2.4 Eindeckmedien
Folgende Eindeckmedien wurden verwendet:
Roti®-Histokitt Carl Roth GmbH und Co KG
Braunschweig
Aquatex® Merck KGaA, Darmstadt
2.5 Enzyme
Polymerasen wurden von Sigma-Aldrich, Roche und Invitrogen bezogen. Fu¨r Re-
striktionsanalysen wurden Endonukleasen von New England Biolabs verwendet.
2.6 Kits
Folgende Kits wurden verwendet:
Qiaprep Mini-/Midi-/Maxi-Kit Qiagen, Hilden
Qiaquick Qiagen, Hilden
RNeasy mini/midi Kit Qiagen, Hilden
Omniscript RT Kit Qiagen, Hilden
PCR DIG Labeling Mix Roche Diagnostics, Mannheim
DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) Roche Diagnostics, Mannheim
DNA free Ambion
Vectastain®Elite®ABC Kit standard Vector Laboratories Inc.,
Burlinggame USA
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2.7 Marker und Standards
Folgende Marker und Standards wurden verwendet:
RNA-Marker: RNA Ladder (high range) MBI Fermentas
Proteinmarker: prestained SDS-PAGE, Broad Range, Biorad
DNA Ladder: 100bp- und 1kb-Ladder, Invitrogen Karlsruhe
2.8 Tiere
CD1-, C57BL/6-Ma¨use und Wistar Ratten wurden bei Charles River Laboratories
in Sulzfeld bestellt.
2.9 Objekttra¨ger
Fu¨r die immunhistochemischen Untersuchungen und die in situ-Hybridisierung
wurden Objekttra¨ger der Marke SuperFrost®Plus von Menzel Gla¨ser, Menzel
GmbHCo KG, Braunschweig, Deutschland verwendet.
2.10 Plasmide
Folgende Plasmide wurden verwendet:
pCRII-TOPO Invitrogen, Karlsruhe
pPNT-M1 aus hauseigener Plasmidbank
PAC-Klon Deutsches Ressourcenzentrum
(RZPD-clone ID: RPCIP711F19133Q2) fu¨r Genomforschung gGmbH, Berlin
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2.11 Sekunda¨rantiko¨rper
Folgende Sekunda¨rantiko¨rper wurden verwendet:
Zur Detektion des pep2-Antiko¨rpers:
Biotin-SP-conjugated AffiniPure
F(ab´)2 fragment
Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) Jackson ImmunoResearch, USA
Zur Detektion des Antiko¨rpers aus Hu¨hnereigelb:
Biotin-SP-conjugated AffiniPure
F(ab´)2 fragment
Donkey Anti-Chicken IgG (H+L) Jackson ImmunoResearch, USA
2.12 Zellkulturmedien
folgende Medien wurden fu¨r die Zellkultur verwendet:
DMEM (high glucose) Gibco, Invitrogen corporation
FCS (ES-Zell getestet) Hyclone,
Perbio Science Deutschland, Bonn
MEM, nicht essentielle Aminosa¨uren Gibco, Invitrogen corporation
Penicillin-Streptomycin-Mix Gibco, Invitrogen corporation
Natriumpyruvat-Lo¨sung Gibco, Invitrogen corporation
Material 17
β-Mercaptoethanol Gibco, Invitrogen corporation
LIF Gibco, Invitrogen corporation
G418 (Geniticin) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
FIAU (Gancyclovir) Moravec Biochemicals Inc, Brea, USA
DMSO Fluka,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
SDS Fluka,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Proteinase K Sigma-Aldrich,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Trypsin EDTA Gibco, Invitrogen corporation
HBSS Gibco, Invitrogen corporation
Demecolcine in HBSS Gibco, Invitrogen corporation
PMS Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
HCG Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
2.13 Sonstige Chemikalien
Ausserdem wurden folgende Chemikalien verwendet:
Isofluran Forene® Abbott GmbH Co KG,
Wiesbaden, Deutschland
PBS tablets Gibco Invitrogen corporation
30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid BioRad
TEMED Gibco, Invitrogen corporation
Tissue-Tek® OCT Compound Sakura Finetek
Leupeptin Roche Diagnostics Mannheim
Aprotinin Roche Diagnostics Mannheim
Complete Mini Roche Diagnostics Mannheim
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Anti-DIG-AP-Fab-Fragmente Roche Diagnostics Mannheim
NBT/BCIP Roche Diagnostics Mannheim
Magermilch Reforma
RNase Inhibitor Invitrogen, Karlsruhe
tRNA Invitrogen, Karlsruhe
Salmon Sperm DNA Invitrogen, Karlsruhe
Random Hexamer Primer Invitrogen, Karlsruhe
Blockierungreagenz Roche Diagnostics Mannheim
Kapitel 3
Methoden
3.1 Molekularbiologische Grundtechniken
Die Durchfu¨hrung molekularbiologischer Standardmethoden wie zum Beispiel
Restriktionsverdau, Ethanolfa¨llung, photometrische Konzentrationsbestimmung
von Nukleinsa¨uren, Gelelektrophorese und Pra¨paration von Plasmid-DNA aus
E. coli erfolgte nach den Vorschriften von Sambrook et al (Sambrook et al., 1989).
3.2 Methoden im Umgang mit E. coli
3.2.1 Kultivierung von E. coli
verwendete Medien:
LB-Medium: 2% LB Broth gelo¨st in demineralisiertem Wasser
LB-Agar: 3,5% LB Agar in demineralisiertem Wasser
E. coli -Zellen wurden in Flu¨ssigkulturen und auf Agarplatten bei 37°C kultiviert.
Um einen optimalen Gasaustausch zu gewa¨hrleisten, wurden Flu¨ssigkulturen
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wa¨hrend der Inkubation mit 220 UpM geschu¨ttelt. Bei Bedarf wurde den Me-
dien Antibiotika in der vom Hersteller vorgegebenen Konzentration zugesetzt.
3.2.2 Transformation von E. coli
Die Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA erfolgte nach Angaben des
Herstellers mittels Hitzeschock. Dazu wurde Plasmid-DNA zu chemisch kompe-
tenten E. coli -Zellen gegeben. Dieser Ansatz wurde zuna¨chst 5 bis 30 Minuten auf
Eis inkubiert. Anschliessend wurden die Zellen einem Hitzeschock (30 Sekunden
bei 42°C im Wasserbad) ausgesetzt und sofort wieder auf Eis gesetzt. Nach
der Transformation wurden die Bakterien eine Stunde in SOC-Medium bei
37°C und 220 UpM kultiviert. Ein Teil der Suspension wurde auf Agarplatten
mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und u¨ber Nacht bei 37°C
inkubiert. Bei Bedarf wurden die Platten fu¨r maximal eine Woche bei 4°C gelagert.
3.2.3 Vermehrung von Plasmid DNA in E. coli
Von Ausstrichen auf Agarplatten wurden einzelne Kolonien gepickt und u¨ber
Nacht in 5 ml Flu¨ssigkultur (mit Antibiotika) bei 37°C und 220 UpM kultiviert.
Ca. 1 ml dieser Kultur wurde mit 87% Glycerol im Verha¨ltnis 1:1 versetzt,
gut gemischt und bei –20°C gelagert. Aus diesem Glycerolstock konnten spa¨ter
Kulturen in gro¨ßerem Maßstab angesetzt werden. Dabei wurde 1 µl aus dem
Glycerolstock in 1 ml Flu¨ssigkultur verdu¨nnt. Die restlichen 4 ml Suspension
wurden zur Pra¨paration von DNA verwendet.
3.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli
Zur Isolierung von DNA aus E. coli standen mehrere Methoden zur Verfu¨gung.
Teilweise wurden Mini-/Midi-/Maxi-Prep Kits von Qiagen benutzt. Standen diese
nicht zur Verfu¨gung wurden DNA-Pra¨parationen nach Vorschriften aus Sambrook
et al. durchgefu¨hrt (Sambrook et al., 1989).
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3.3 Gelelektrophorese
verwendete Lo¨sungen:
1x TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
Ethidiumbromidlo¨sung: 100 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml)
in 1500 ml 1x TAE-Puffer
6x Ladepuffer: 60% (v/v) Glycerin (wasserfrei)
0,25% (m/v) Orange G
gelo¨st in 1x TAE
DNA-Fragmente wurden mittels Agarosegele elektrophoretisch aufgetrennt.
Dazu wurden die Proben mit 6x Ladepuffer im Verha¨ltnis 6:1 (Probenvolumen:
Ladepuffer) versetzt und auf 0,7%-ige bis 2%-ige Agarosegele aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte in 1x TAE-Puffer bei 60-130 V. Anschließend wurde das
Gel in der Ethidiumbromidlo¨sung angefa¨rbt und die aufgetrennten Fragmente
wurden mit Hilfe eines UV-Transilluminators detektiert. Unter Verwendung
einer PC-gesteuerten CCD-Kamera wurde das Bild digital dokumentiert.
Zur Gro¨ßenbestimmung von DNA-Fragmenten wurden entsprechende Marker
benutzt. Mit Gesamt-RNA wurde nach der Isolierung aus Geweben wie mit
DNA-Fragmenten verfahren, wobei der TAE-Puffer mit DEPC-behandeltem
Wasser angesetzt wurde. Proben und Marker (MBI Fermentas) wurden mit
mitgeliefertem Ladepuffer versetzt und nach Angaben des Herstellers denaturiert.
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3.4 Gelextraktion von DNA-Fragmenten
Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde die betreffende
Bande nach der elektrophoretischen Auftrennung ausgeschnitten. Die im Gelstu¨ck
enthaltene DNA wurde dann mit Hilfe eines Gelextraktionskits der Firma Qiagen
nach Angaben des Herstellers extrahiert und aufgereinigt.
3.5 Sequenzierungen
Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde von den Firmen MWG Biotech,
Ebersberg; Qiagen, Hilden und Macrogen Inc. in Korea durchgefu¨hrt.
3.6 PCR
Die Methode der PCR (polymerase chain reaction) wurde eingesetzt, um DNA
Fragmente zu amplifizieren oder zu mutieren. Dabei wurde der Reaktionsansatz
und das Temperaturschema den verwendeten Primern und der Template-DNA
empirisch angepasst.
Bei Verwendung von Taq-Polymerase von Invitrogen wurde nach Angaben des
Herstellers folgender Ansatz mit vorgegebenem Temperaturschema kombiniert:
Ansatz:
Reagenz Eingesetztes Volumen Endkonzentration
dNTPs (10 mM) 1,5 µl 0,5 mM
10x Puffer 3,0 µl 1x
MgCl2 (25 mM) 1,5 µl 1,25 mM
Taq (Invitrogen) 0,5 µl 5 units/Ansatz
Demineralisiertes Wasser 23,0 µl
Primer F (50 pmol/µl) 0,5 µl 0,8 pmol/µl
Primer R (50 pmol/µl) 0,5 µl 0,8 pmol/µl
DNA 1,0 µl
Gesamtvolumen 30 µl
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Reaktionsschema:
1x 95°C 4 min Initiale Denaturierung
35x 94°C 45 s Denaturierung
68°C 45 s Anlagerung der Primer
72°C 1 min Verla¨ngerung der Primer
1x 72°C 7 min Finale Verla¨ngerung
Bei Verwendung von Accutaq von Sigma-Aldrich Chemie wurden nach Angaben
des Herstellers folgende Bedingungen eingesetzt:
Ansatz:
Reagenz Eingesetztes Volumen Endkonzentration
dNTPs (10 mM) 1,5 µl 0,5 mM
10x Puffer (mit MgCl2) 3,0 µl 1x
Accutaq (5 units/µl) 0,5 µl 2,5 units/Ansatz
Demineralisiertes Wasser 23,0 µl
Primer Xba1.1 (50 pmol/µl) 0,5 µl 0,8 pmol/µl
Primer EcoR1.1 (50 pmol/µl) 0,5 µl 0,8 pmol/µl
DNA (200 ng/ µl) 1,0 µl
Gesamtvolumen 30 µl
Reaktionsschema:
1x 96°C 30 s Initiale Denaturierung
35x 94°C 15 s Denaturierung
68°C 30 s Anlagerung der Primer
68°C 4 min Verla¨ngerung der Primer
1x 68°C 10 min Finale Verla¨ngerung
Bei Bedarf wurden weitere Anpassungen vorgenommen (zum Beispiel Anpassung
der Temperatur zur Primer-Anlagerung und finalen Verla¨ngerung, Anpassung
der MgCl2-Konzentration). Diese werden im entsprechenden Ergebnis-Kapitel
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zusammen mit den verwendeten Primer-Paaren genannt.
Die La¨nge der entstandenen PCR-Produkte wurde durch elektrophoretische
Auftrennung auf Agarosegelen (0,7% bis 2,0%) u¨berpru¨ft.
3.7 RT-PCR
Drei nicht tra¨chtige weibliche Ma¨use, drei tra¨chtige weibliche Ma¨use (ausschliess-
lich zur Pra¨paration von Plazentagewebe) und drei ma¨nnliche C57BL/6-Ma¨use
wurden mit einer U¨berdosis Isofluran geto¨tet. Die zuvor ausgewa¨hlten Organe
wurden entnommen, nach Angaben des Herstellers in RNALater u¨berfu¨hrt und
u¨ber Nacht bei 4°C gelagert. Die Gesamt-RNA wurde je nach Gro¨ße der Organe
mit einem RNeasy mini oder midi Kit isoliert. Aus jeder Probe wurde 1 µg der
RNA mit DNase aus dem DNA-free kit unter Zusatz eines RNase Inhibitors
verdaut, um genomische DNA zu entfernen. Die so erhaltenen mRNA wurde mit
einem Omniscript Kit unter Zusatz von Random Hexamer Primers und eines
RNase Inhibitors in cDNA umgeschrieben, die als Template fu¨r die folgende PCR
genutzt wurde. Die PCR wurde mit Taq-Polymerase nach dem in Anschnitt 3.6
beschriebenem Schema durchgefu¨hrt. Die Produkte wurden auf einem 1%-igem
Agarosegel in 1x TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt.
3.8 Methoden im Umgang mit Prima¨rantiko¨rpern
Fu¨r die Immunhistochemie standen zwei polyklonale Antiko¨rper zur Verfu¨gung.
Ein Antiko¨rper (NKB-IgY) wurde aus Hu¨hnereigelb isoliert und ist gegen das mu-
rine NKB Peptid gerichtet, wohingegen der pep2-Antiko¨rper nach Hyperimmuni-
sierung von Kaninchen gegen das Vorla¨uferprotein aus Serum gewonnen wurde.
Methoden 25
3.8.1 Lagerung des Kaninchen-Antiserum
Das Kaninchen-Antiserum wurde freundlicherweise von Dr. James Krause,
Neurogen Corporation, Banford, Conneticut, USA u¨berlassen. Das Antiserum ist
gegen eine Sequenz des Ratten-Vorla¨uferproteins gerichtet, die bereits zuvor als
pep2 beschrieben worden ist (Marksteiner et al., 1992). Das Kaninchen-Antiserum
wurde als Lyophilisat erhalten und nach Anweisung mit demineralisiertem Wasser
rekonstituiert. Um eine la¨ngere Haltbarkeit des Serums zu ermo¨glichen, wurde
dieses nach dem Lo¨sen mit 87%-igem Glycerol im Verha¨ltnis 1:1 versetzt, gut
gemischt und bei -20°C gelagert.
3.8.2 Ammoniumsulfat-Fa¨llung zur Aufreinigung des IgY An-
tiko¨rpers
50 Gramm der Eigelbmasse wurden aufgetaut und 1:10 (m/v) mit demine-
ralisiertem Wasser verdu¨nnt und homogenisiert. Das Homogenisat wurde 45
Minuten bei 4°C und 2500x g zentrifugiert. Der U¨berstand wurde filtriert
(Porendurchmesser: 0,8 µm) und das Lipidpellet verworfen. Zum U¨berstand
wurde nun unter Ru¨hren festes Ammoniumsulfat zugegeben bis eine 25%-ige
Sa¨ttigung erreicht war. Diese Suspension wurde bei Raumtemperatur weitere 20
Minuten geru¨hrt und anschliessend 30 Minuten bei 4°C und 2500x g zentrifugiert.
Das Pellet wurde abermals verworfen. Zum U¨berstand wurde unter Ru¨hren
erneut festes Ammoniumsulfat zugesetzt bis eine 45%-ige Sa¨ttigung erreicht
war. Die Suspension wurde weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur geru¨hrt
und anschließend fu¨r 30 Minuten bei 4°C und 2500x g zentrifugiert. Nach dieser
Zentrifugation wurde der U¨berstand verworfen und das Pellet in einem geeig-
neten Volumen PBS gelo¨st. Die Lo¨sung wurde u¨ber Nacht unter Ru¨hren gegen
PBS dialysiert. Anschließend wurde die Lo¨sung aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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3.8.3 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration
(Harlow and Lane, 1988)
Die Konzentration von Antiko¨rpern wurde nach der Dialyse photometrisch be-
stimmt. Dazu wurde die Absorption bei einer Wellenla¨nge von 280 nm in einer
Quarzku¨vette mit der Schichtdicke von 1 cm gegen den Probenpuffer gemessen.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte dann nach der Formel:
1,35 O.D. (280nm) = 1 mg Protein/ml
3.8.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)
verwendete Lo¨sungen:
Trenngel: 3,4 ml demineralisiertes Wasser
4,0 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid
2,5 ml 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8
0,1 ml 10% (m/v) SDS
50 µl 10% APS
5 µl TEMED
Gesamtvolumen: 10 ml
Sammelgel: 5,4 ml demineralisiertes Wasser
2,0 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid
2,5 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8
0,1 ml 10% (m/v) SDS
50 µl 10% APS
10 µl TEMED
Gesamtvolumen: 10 ml
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2x Probenpuffer: 3,55 ml demineralisiertes Wasser
1,25 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8
2,0 ml 10% (m/v) SDS
2,5 ml 87% Glycerol
0,2 ml 0,5% Bromphenolblau
Gesamtvolumen: 9,5 ml
5x Laufpuffer, pH 8,3: 15,0 g Tris Base
72,0 g Glycin
5,0 g SDS(s)
in 1000 ml demineralisiertem Wasser
Die fertige Lo¨sung wird bei 4°C gelagert.
Zur U¨berpru¨fung der Reinheit des Antiko¨rpers aus Hu¨hnereigelb wurde das
nach der Dialyse erhaltene Proteingemisch durch Gelelektrophorese auf einem
12%-igem Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen (Zugabe von
SDS, Aufkochen der Proben vor dem Auftragen auf das Gel) aufgetrennt. Es
wurden konstant 200 Volt fu¨r 45-60 Minuten angelegt. Zur Bestimmung der
Molekularmasse wurde ein vorgefa¨rbter Marker von Biorad verwendet.
3.8.5 Gelfa¨rbung mit Coomassie
Verwendete Lo¨sungen:
Coomassie Blau Lo¨sung: 0,5 g Coomassie Brilliant Blau
250 ml Ethanol
50 ml Essigsa¨ure
mit demineralisiertem Wasser auf 500 ml auffu¨llen
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Entfa¨rber: 350 ml Ethanol
50 ml Essigsa¨ure
mit demineralisiertem Wasser auf 1 Liter auffu¨llen
Das Gel wurde nach der SDS-PAGE zur Detektion der Proteine fu¨r 1,5 Stunden
mit Coomassie Blau Lo¨sung in einem Schu¨ttelbad gefa¨rbt und anschließend mit
einer Entfa¨rber-Lo¨sung fu¨r ca. zwei Stunden ebenfalls unter Schu¨tteln wieder
entfa¨rbt.
3.9 Entnahme und Aufbereitung von Gewebe
3.9.1 Kryopra¨parate fu¨r die Immunhistochemie
Verwendete Lo¨sungen:
Fixierlo¨sung: 4% Paraformaldehyd in 1x PBS
Sucroselo¨sung: 20% Sucrose gelo¨st in demineralisiertem Wasser
Tiere, aus denen Gewebe entnommen werden sollte, wurden mit einer U¨berdosis
Kohlendioxid oder Isofluran geto¨tet. Die Organe wurden freipra¨pariert, entnom-
men und in einer Lo¨sung aus 4% Paraformaldehyd in PBS Puffer fu¨r mehrere
Tage fixiert. Anschliessend wurden die Pra¨parate in Sucroselo¨sung u¨berfu¨hrt,
um das Gewebe vor Scha¨den wa¨hrend des Einfrierens zu schu¨tzen. Nach 3-5
Tagen wurden die Gewebe bei -80°C eingefroren und gelagert. Die Pra¨parate
wurden vor dem Anschneiden fu¨r mindestens eine Stunde auf -20°C bis -22°C
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erwa¨rmt und in Tissue Tek eingebettet. Nach dem Ausha¨rten des Blockes wurden
an einem Kryostaten 12 µm du¨nne Schnitte hergestellt. Die Schnitte wurden
auf SuperFrost Plus-Objekttra¨ger aufgezogen und bis zum Gebrauch bei -80°C
gelagert.
3.9.2 Paraffinpra¨parate fu¨r die Immunhistochemie
Verwendete Lo¨sungen:
Bouin-Hollande: 6% Pikrinsa¨ure
2,5% Kupfer(II)acetatmonohydrat
3,7% Formaldehyd
1% Essigsa¨ure
gelo¨st in demineralisiertem Wasser
Die Organentnahme erfolgte wie bereits oben beschrieben. Fixiert wurden die
Gewebe durch drei Tage Inkubation in Bouin Hollande-Lo¨sung. Anschließend
wurde u¨ber mehrere Tage unter mehrmaligem Wechsel der Lo¨sung u¨berschu¨ssige
Fixierlo¨sung mit 70% Isopropanol heraus gewaschen. Anschließend wurden
die Pra¨parate in einem Entwa¨sserungsautomaten dehydriert und in Paraplast
ausgebettet. Nach Ausha¨rten des Paraffinblockes wurden an einem Microtom 7
µm du¨nne Schnitte angefertigt, auf Superfrost Plus Objektra¨ger aufgezogen, u¨ber
Nacht bei 37°C in einem Schrank getrocknet und anschließend bis zur endgu¨ltigen
Verwendung in Objekttra¨gerka¨sten bei Raumtemperatur gelagert.
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3.10 Immunhistochemische Fa¨rbung
Verwendete Lo¨sungen:
Peroxidase-Blockierung: 0,3% Wasserstoffperoxid in Methanol
Antiko¨rperdemaskierung: 0,01 M Natriumcitrat-Puffer, pH 6,0
Fa¨rbelo¨sung: 125 µg/ml DAB
0,08% Ammoniumnickel(II)sulfat
in 50 mM Tris-HCl (pH 7,4)
Paraffinschnitte wurden, wie in der nachfolgenden Tabelle dargestellt, erst entpar-
affiniert und anschließend in einer Alkoholreihe rehydriert. Da der spa¨tere Nach-
weis u¨ber einen Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex erfolgt, wurden gewebseigene
Peroxidasen durch 20 Minuten Inkubation in 0,3% Wasserstoffperoxid/Methanol
blockiert. Durch Kochen der Schnitte in Citratpuffer wurden Antigene demas-
kiert. Mo¨gliche unspezifische Bindungen des Prima¨rantiko¨rpers wurden durch ei-
ne Vorinkubation der Schnitte in 5% BSA in PBS blockiert. Danach wurden die
Schnitte mit dem Prima¨rantiko¨rper in feuchten Kammern u¨ber Nacht bei 4°C
und anschließend zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Nach einem Wasch- und einem
A¨quilibrierungsschritt wurde der Sekunda¨rantiko¨rper (Esel-anti-Huhn oder Esel-
anti-Kaninchen) aufgetragen und fu¨r 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt mit PBS und einem A¨quilibrierungsschritten mit 5% BSA
in PBS wurden die Schnitte mit einem Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex-Reagenz
versetzt. Anschließend wurden die Schnitte zuna¨chst fu¨nf Minuten im Dunkeln in
der Fa¨rbelo¨sung und nach Zugabe von 14 µl 30%-igem Wasserstoffperoxid zu 100
ml Fa¨rbelo¨sung weitere 10 Minuten inkubiert. Die Detektion erfolgte u¨ber einen
DAB/Ammoniumnickelsulfat-Nachweis, wobei Signale als dunkelblauer Nieder-
schlag sichtbar wurden. Abschließend wurden die Schnitte wieder entwa¨ssert und
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durch Eindecken mit Roti®-Histokitt versiegelt und haltbar gemacht. Das Er-
gebnis der Fa¨rbung wurde mikroskopisch ausgewertet und mit Hilfe einer CCD-
Kamera in Form von digitalen Bildern dokumentiert.
Bei Kryoschnitten entfiel die absteigende Alkoholreihe. Die bei -80°C gelagerten
Objektra¨ger mit Schnitten von unfixierten Geweben wurden fu¨r mindestens eine
Stunde bei 37°C auf einer Heizplatte aufgetaut und getrocknet. Dann wurden die
Schnitte fu¨r 30 min in 4% Paraformaldehyd-haltigem 1x PBS fixiert. Anschließend
wurden endogene Peroxidasen durch Inkubation in Wasserstoffperoxid/Methanol
blockiert. Eine Antigendemaskierung ist bei Kryoschnitten nicht no¨tig. Nach ei-
nem Waschschritt mit PBS und einer Vorinkubation in 5% BSA in PBS wurde
der Sekunda¨rantiko¨rper aufgetragen und wie bei den Paraffinschnitten u¨ber Nacht
bei 4°C und anschließend fu¨r zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Alle weiteren Inku-
bationen wurden durchgefu¨hrt, wie es bereits fu¨r die Paraffinschnitte beschrieben
wurde. In der nachfolgenden Tabelle werden alle Arbeitschritte nochmals aufge-
listet.
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Inkubationschritt Dauer in Minuten Temperatur
Xylol 1 10 RT
Xylol 2 10 RT
100% Isopropanol 15 RT
100% Isopropanol 5 RT
80% Isopropanol 5 RT
Blockierung endogener Peroxidaseaktivita¨t 20 RT
80% Isopropanol 5 RT
70% Isopropanol 5 RT
Demineralisiertes Wasser 5 RT
Antiko¨rperdemaskierung 10 95°C
Demineralisiertes Wasser 5 RT
5% BSA/PBS 60 RT
Prima¨rantiko¨rper in 1% BSA/PBS U¨ber Nacht 4°C
120 37°C
PBS 3x10 RT
0,5% BSA/PBS 5 RT
Sekunda¨rantiko¨rper in 1% BSA/PBS 45 37°C
PBS 3x10 RT
0,5%BSA/PBS 5 RT
ABC-Reagenz in 1%BSA/PBS 45 37°C
PBS 3x10 RT
50 mM Tris-HCl 10 RT
Fa¨rbereaktion 15 RT
Demineralisiertes Wasser 2x5 RT
70% Isopropanol 5 RT
80% Isopropanol 5 RT
100% Isopropanol 5 RT
100% Isopropanol 5 RT
Xylol 5 RT
Xylol 5 RT
Eindecken - -
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3.10.1 Pra¨adsorption
Verwendete Lo¨sungen:
2x Lysispuffer: 120 mM NaCl
5 mM EDTA
0,5% NP40
10 µg/µl Leupeptin
10 µg/µl Aprotinin
10 µl Proteinaseinhibitor
in 50 mM Tris-HCl pH 8,0
Das pep2-Antiserum wurde 1:20.000 und 1:50.000 in 5% Magermilch/PBS unter
Zusatz von 5 µl/ml Tween 20 verdu¨nnt. Das pep2-Protein wurde in 2x Lysis-
puffer gelo¨st (Endkonzentration: 100mM). Diese Proteinlo¨sung wurde zur An-
tiko¨rperverdu¨nnung zugegeben, so dass eine Proteinendkonzentration von 10 µM
bis 100 µM eingestellt wurden. Diese Lo¨sung wurde 48 Stunden bei 4°C inkubiert.
Als Kontrolle wurde ein Aliquot des Antiko¨rper nur mit 2x Lysispuffer (ohne Pro-
tein) inkubiert. Anschließend wurden Paraffinschnitte mit diesen Lo¨sungen wie in
Abschnitt 3.10 beschrieben behandelt und unter dem Mikroskop ausgewertet und
fotografiert.
3.11 In situ-Hybridisierung
3.11.1 Klonierung von cDNA-Fragmenten
Das Ru¨ckenmark einer zwei Monate alten CD1 Maus wurde entnommen und
in mitgeliefertem Lysispuffer mit Ultraschall homogenisiert. Die Gesamt-RNA
wurde mit einem RNeasy mini Kit nach Angaben des Herstellers isoliert. Durch
reverse Transkription mit einem Omniscript RT Kit wurde unter Zugabe eines
RNase Inhibitors cDNA synthetisiert. Mit dieser cDNA als Template wurde
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eine bestimmte Sequenz durch PCR wie in Abschnitt 3.6 beschrieben mit
Taq-Polymerase von Invitrogen amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in den
pCRII-TOPO Vektor ligiert. Die klonierten Fragmente wurden anschliessend
durch eine Restriktionsanalyse identifiziert und die Orientierung wurde durch
Sequenzierung des Plasmids bestimmt.
3.11.2 Herstellung von Ribosonden fu¨r die In situ-
Hybridisierung
Die cDNA enthaltenden Plasmide wurden mit den Restriktionsenzymen
BamHI oder EcoRV linearisiert und durch Phenol/Chloroform-Extraktion mit
anschließender Ethanol-Fa¨llung gereinigt. DIG-markierte Sense- und Antisense-
Ribosonden wurden durch in vitro Transkription mit dem DIG RNA Labeling
Kit hergestellt und anschließend durch eine Fa¨llung mit Ethanol und 0,8 M Li-
thiumchlorid gereinigt. Abschließend wurden die Sonden mit DEPC-behandeltem
und demineralisiertem Wasser gelo¨st und bei -80 °C gelagert.
3.11.3 In situ-Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden
Verwendete Lo¨sungen:
Fixierung: 4% PFA in PBS
Acetylierung: 0,1 M Triethanolamin mit 0,25% Acetanhydrid
Pra¨hybridisierungspuffer: 50% deionisiertes Formamid in 4x SSC (v/v)
20x SSC (pH 8): 3 M NaCl
300 mM Natriumcitrat-Dihydrat
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Hybridisierungspuffer: 40% Formamid
10% Dextransulfat
1x Denhardts Lo¨sung
4x SSC
0,01 M DTT
1 mg/ml tRNA
1 mg/ml ssDNA
10 ng Sense oder Antisense-Sonde/Schnitt
100x Denhardts Lo¨sung: 10 g Ficoll (Typ 400)
10 g Polyvinylpyrrolidon
10 g BSA
in 500 ml demineralisiertem Wasser
Puffer 1: 10 mM Tris-HCl pH 7,5
150 mM Natriumchlorid
Puffer 2: 100 mM Tris-HCl pH 9,5
100 mM Natriumchlorid
50 mM Magnesiumchlorid
Puffer 3: 10 mM Tris-HCl pH 8,1
1 mM EDTA
Blockierungslo¨sung: 5% BSA in Puffer 1 mit 0,1% Triton X 100
Antiko¨rperlo¨sung: Anti-DIG-AP Fab Fragmente 1:5.000
in Blockierungslo¨sung verdu¨nnt
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Fa¨rbelo¨sung: 175 µg/ml BCIP (gelo¨st in 70%-igem DMF (v/v))
337,5 µg/ml NBT (gelo¨st in 70%-igem DMF (v/v))
100 µM Levamisol
in Puffer 2
Ma¨use und Ratten wurden durch eine U¨berdosis Kohlendioxid oder Isofluran
geto¨tet. Das freipra¨perierte Gehirn der Tiere wurde entnommen und sofort
in Isopentan bei -40°C eingefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurden die
Gewebe bei -80°C gelagert. Fu¨r die in situ-Hybridisierung wurden an einem
Kryostaten 20 µm du¨nne Querschnitte der Gewebe angefertigt. Die Schnitte
wurden auf Superfrost Plus Objekttra¨ger aufgezogen und bei -80°C gelagert.
Die in situ-Hybridisierung und die nachfolgende immunologische Detektion
wurden nach folgendem Schema durchgefu¨hrt: Die Schnitte wurden in 4%
PFA/PBS fixiert. Unspezifische Signale wurden durch Acetylierung verhindert.
Nach der Pra¨hybridisierung der Schnitte in 4x SSC/50% Formamid wurden 100
µl Hybridisierungspuffer pro Objekttra¨ger aufgetragen. Die Schnitte wurden mit
Deckpla¨ttchen aus Parafilm vor dem Austrocknen geschu¨tzt und u¨ber Nacht bei
58°C inkubiert. Am na¨chsten Tag wurden die Schnitte in 2x SSC gewaschen.
Dabei wurden auch die Deckpla¨ttchen vorsichtig entfernt. Nach dem stringenten
Waschen der Schnitte, um u¨berschu¨ssige Sonde zu entfernen, wurden unspezifische
Bindungen des Antiko¨rpers durch Inkubation in Blockierungslo¨sung unterbunden.
Anschließend wurde der Antiko¨rper aufgetragen und u¨ber Nacht bei 4°C inku-
biert. Nach weiteren Wasch- und A¨quilibrierungsschritten wurde die Fa¨rbelo¨sung
aufgetragen. Die Schnitte wurden im Dunkeln inkubiert und das Fortschreiten
der Farbreaktion wurde in regelma¨ßigen Zeitabsta¨nden kontrolliert. Abschließend
wurde die Farbreaktion mit EDTA-haltigem Puffer 3 gestoppt. Die Objekt-
tra¨ger wurden in demineralisiertem Wasser gespu¨lt und eingedeckt. Die Fa¨rbung
wurde unter dem Mikroskop beurteilt und durch digitale Fotografie dokumentiert.
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Arbeitsschritt Dauer Temperatur
Fixierung 60 min RT
PBS 2x 5 min RT
Acetylierung 2x 5 min RT
PBS 2x 5 min RT
Pra¨hybridisierung 120 min 37°C
Hybridisierung U¨ber Nacht 58°C
2x SSC 10 min RT
Stringentes Waschen
2x SSC/50% Formamid 2x 15 min 52°C
1x SSC 2x 15 min 52°C
0,1x SSC 2x 30 min 52°C
Immunologische Detektion
Puffer 1 2x 10 min RT
Blockierung 30 min RT
Anti-DIG-AP Fab-Fragmente U¨ber Nacht 4°C
Puffer 1 2x 10 min RT
Puffer 2 10 min RT
Fa¨rbelo¨sung Nach Bedarf RT
Puffer 3 10 min RT
Demineralisiertes Wasser Mehrfach eintauchen RT
Eindecken
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3.12 Zellkultur
Verwendete Lo¨sungen und Medien:
ES-Zellmedium: DMEM (high glucose)
26% FCS (ES-Zell getestet)
1,2% nicht essentielle Aminosa¨uren
3 U/L Penicillin
3 U/L Streptomycin
0,6% Natrium-pyruvat Lo¨sung
0,2% β-Mercaptoethanol
2 ng/ml LIF
Fibroblasten-Medium: DMEM (high glucose)
10% FCS (ES-Zell getestet)
3 U/L Penicillin
3 U/L Streptomycin
0,5% Natriumpyruvat-Lo¨sung
Selektionsmedium: DMEM (high glucose)
26% FCS (ES-Zell getestet)
1,2% nicht essentielle Aminosa¨uren
0,6% Penicillin-Streptomycin-Mix
0,6% Natriumpyruvat-Lo¨sung
0,2% β-Mercaptoethanol
2 ng/ml LIF
170 ng/ml G418
130 nM FIAU
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Einfriermedium. DMEM
50% FCS
10% DMSO
Lysispuffer: 20mM Tris-HCl, pH 8,0
10mM NaCl
10mM EDTA
0,5% SDS
1 mg/ml Proteinase K
3.12.1 Gewinnung von embryonalen Maus-Fibroblasten
Murine, embryonale Fibroblasten (MEF) wurden bei der Kultivierung von
murinen embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) als Feeder -Zellen eingesetzt. Da
auch die Selektion der elektroporierten ES-Zellen auf einer Feeder -Zellschicht
erfolgte, musste bereits bei der Gewinnung von MEF darauf geachtet werden,
dass sie gegen Neomycin restistent sind. Dafu¨r wurden zuna¨chst CD1 Weibchen
mit transgenen Ma¨nnchen (Genotyp NEO+/+) verpaart. Eine erfolgte Paarung
konnte innerhalb eines Zeitraumes von 10 Stunden nach der Paarung anhand
von Vaginalpfropfen erkannt werden. 12-14 Tage spa¨ter wurden die tra¨chtigen
Weibchen durch zervikale Dislokation oder durch eine U¨berdosis CO2 geto¨tet.
Der Uterus wurde unter aseptischen Bedingungen freipra¨pariert und gespu¨lt.
Anschließend wurden die Embryonen entnommen, die Plazenta wurde abgetrennt
und bereits vorhandene Organanlagen wie Herz, Leber, Nieren aber auch der
Kopf wurden entfernt. Das restliche Gewebe wurde grob zerkleinert und bei
37°C fu¨r 15-20 Minuten in 30 ml Trypsin/EDTA inkubiert. In Absta¨nden
von 2-3 Minuten wurde die Suspension kra¨ftig geschu¨ttelt um den Grad der
Zerkleinerung zu erho¨hen. Danach wurde die Suspension fu¨r 2 Minuten bei 1.200
UpM zentrifugiert. Der U¨berstand wurde abgenommen und das Pellet wurde
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in einem geeignetem Volumen Fibroblastenmedium resuspendiert und auf 15
cm Zellkulturschalen mit Fibroblastenmedium (ca. eine Schale pro Embryo)
aufgeteilt. Die Zellen wurden im Inkubator bei gleichbleibenden Bedingungen
(37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Die Einhaltung dieser
Standardbedingungen wurde durch regelma¨ssiges Ablesen der Anzeigen am
Inkubator u¨berpru¨ft. Nach 2-3 Tagen wurden die Zellen passagiert und nach
weiteren 2-3 Tagen eingefroren und in Flu¨ssigstickstoff gelagert.
3.12.2 Passagieren und Einfrieren von Maus-Fibroblasten
Zum Einfrieren von Maus-Fibroblasten wurde das Na¨hrmedium einer 15 cm
Zellkuturschale vollsta¨ndig entfernt und durch 8 ml Trypsin/EDTA ersetzt.
Sobald sich der Zellrasen ablo¨sen ließ, wurde das Trypsin durch Zugabe von 8
ml Fibroblasten-Medium inaktiviert. Die Zell-Suspension wurde aufgenommen, 2
Minuten bei 1.200 UpM zentrifugiert, in Einfriermedium resuspendiert und auf
Kryoro¨hrchen verteilt. Die Zellen ko¨nnen kurzfristig bei -20°C und langfristig bei
-80°C gelagert werden.
3.12.3 Kultivierung von Maus-Fibroblasten
Eingefrorene Maus-Fibroblasten wurden mo¨glichst schnell bei 37°C aufgetaut
und in 15 cm Zellkulturschalen mit 25 ml Fibroblastenmedium u¨berfu¨hrt. Nach
einer Inkubation von maximal 24 Stunden wurde das Medium gewechselt. Nach
weiteren 2-5 Tagen wurden Zellen subkultiviert oder inaktiviert.
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3.12.4 Mitotische Inaktivierung von Maus-Fibroblasten
Mit MEF dicht bewachsene 15 cm Zellkulturschalen wurden mit 8 ml mito-
mycinhaltigem (10 µg/ml) Fibroblastenmedium versetzt und fu¨r zwei Stunden
inkubiert. Der Zellrasen wurde anschliessend zweimal mit 10 ml HBSS gespu¨lt
und mit 25 ml ES-Zellmedium u¨berschichtet. Nach 2-3 Stunden konnten ES-Zellen
dazugegeben werden.
3.12.5 Kultivierung von embryonalen Stammzellen
Fu¨r die Herstellung von Knockout-Ma¨usen wurden murine embryonale Stammzel-
len (ES-Zellen) von 129 SV-Ma¨usen verwendet. ES-Zellen werden aus der inneren
Zellmasse (ICM) von spa¨ten Blastozysten (Tag 3,5 der Embryonalentwicklung)
gewonnen. Um den undifferenzierten Pha¨notyp dieser pluripotenten Zellen
aufrecht zu erhalten, wurden die Bedingungen, unter denen die Zellen kultiviert
wurden, der Zelllinie angepasst. Das bedeutet, dass die ES-Zellen auf mitotisch
inaktivierten Feeder -Zellen kultiviert wurden; das Na¨hrmedium wurde alle 24
Stunden gewechselt und alle 48 Stunden wurden die Zellen passagiert und auf eine
neue inaktivierte Feeder -Zellschicht gesetzt. Der Zusatz von myeloid Leukemia
Inhibitory Factor (LIF) zum Medium verhinderte ebenfalls eine Differenzierung
der ES-Zellen.
3.12.6 Auftauen von ES-Zellen
ES-Zellen wurden mo¨glichst schnell bei 37°C aufgetaut und in Zentrifu-
genro¨hrchen mit ES-Zellmedium u¨berfu¨hrt. Die Suspension wurde 2 Minuten
bei 1200 UpM zentrifugiert. Der U¨berstand wurde abgenommen und das Pellet
wurde in ES-Zellmedium resuspendiert. Die Zellen wurden anschließend auf
Schalen mit inaktivierten MEF und ES-Zellmedium verteilt.
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3.12.7 Elektroporation der ES-Zellen
Vor dem Einbringen des Targeting-Vektors in ES-Zellen, musste dieser mit NotI
linearisiert werden. Das Plasmid wurde dabei mit 5 Units Enzym/1 µg DNA
u¨ber Nacht bei 37°C verdaut. Anschließend wurde der Ansatz ohne weitere
Aufreinigung in ES-Zellen elektroporiert.
Fu¨r eine Elektroporation wurden pro Ansatz 2x107 ES-Zellen beno¨tigt. Dafu¨r
wurde bei relativ dicht bewachsenen 15 cm Zellkulturschalen 1-2 Stunden vor der
Elektroporation das Medium erneuert. Die Zellen wurden dann unmittelbar vor
der Elektroporation trypsiniert, gut vereinzelt und mit Hilfe eines Hemocytome-
ters ausgeza¨hlt. Das Volumen, das die beno¨tigte Anzahl Zellen enthielt, wurde
2 Minuten bei 1.200 UpM zentrifugiert. Das Pellet wurde mit HBSS gewaschen
und und in 0,6 ml HBSS resuspendiert. Die Suspension wurde mit 20 µl (1 µg/
µl) linearisierten Plasmid-DNA versetzt und in eine Elektroporationsku¨vette
gegeben. Die Elektroporation wurde bei 250 V und 500 µF durchgefu¨hrt.
Unmittelbar nach der Elektroporation wurde die Ku¨vette fu¨r 10 Minuten bei
4°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit ES-Zellmedium aus der
Ku¨vette gespu¨lt und auf 15 cm Zellkulturschalen mit inaktivierten MEF und
ES-Zellmedium u¨berfu¨hrt. Nach 24 Stunden wurde das ES-Zellmedium durch
Selektionsmedium ersetzt. Wa¨hrend der weiteren Selektionszeit von 9-10 Tagen
wurde ta¨glich das Medium gewechselt. Die im Medium enthaltenen Wirkstoffe
Neomycin (positive Selektion) und FIAU (negative Selektion) fu¨hrten zum
Absterben der meisten nicht homolog rekombinierten Zellen. Nur Zellen und
Zellklone, die das Gen fu¨r Neomycinresistenz aber nicht die HSV-TK-Kassette
aufgenommen hatten, u¨berlebten. Darunter befanden sich auch Zellen, bei denen
eine homologe Rekombination stattgefunden hatte.
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3.12.8 Isolierung rekombinanter ES-Zellklone
Nach 9-10 Tagen Selektion wurde das Medium von den ES-Zellkulturschalen ent-
fernt und durch HBSS ersetzt. U¨berlebende Klone wurden mit einer Glaskapillare
gepickt und einzeln in eine Vertiefung einer 24-Well-Zellkulturplatte u¨berfu¨hrt,
in der sich bereits ein Tropfen Trypsin/EDTA befand. Die Zellen wurden mit
1 ml ES-Zellmedium vereinzelt. Nach Zugabe von Feeder -Zellen wurden die
gepickten Klone unter Standardbedingungen inkubiert. Nach 24 Stunden wurde
das Medium erneuert und nach weiteren 2-3 Tagen wurden die Zellen trypsiniert
und in 1 ml Einfriermedium aufgenommen. Davon wurden 750 µl eingefroren und
bei –80°C gelagert. Die restlichen 250 µl wurden fu¨r weitere 7-10 Tage auf den
24-Well-Platten inkubiert, bis sie groß genug waren fu¨r eine DNA-Pra¨paration.
3.12.9 DNA-Pra¨paration aus rekombinanten Zellklonen
Fu¨r die Isolierung der DNA aus Zellklonen wurde zuna¨chst das Medium entfernt
und durch 0,6 ml Lysis-Puffer ersetzt. Nach einer Inkubationszeit von wenigen
Minuten bei Raumtemperatur lo¨sten sich die Zellen von Plattenboden. Die
Suspension wurde in sterile 2 ml Gefa¨ße u¨berfu¨hrt und 2-24h bei 55°C inkubiert.
Anschließend wurde die DNA durch Zugabe von Natriumchlorid und Ethanol
gefa¨llt und gereinigt. Die Vorgehensweise entspricht dabei der Vorschrift aus
Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989)
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3.13 Southern blots
Verwendete Lo¨sungen:
Depurinierung: 0,25 M HCl
Denaturierung: 0,5 M NaOH
1,5 M NaCl
Neutralisation: 0,5 M Tris-HCl
1,5 M NaCl
20x SSC (pH 8): 3 M NaCl
300 mM Natriumcitrat-Dihydrat
Maleinsa¨urepuffer (pH 7,5): 10 mM Maleinsa¨ure
150 mM Natriumchlorid
10x Blockierungspuffer: 10% Blockierungsreagenz
in Maleinsa¨urepuffer
Hybridisierungspuffer: 0,2% (w/v) SDS
5x SSC
10% 10x Blockierungslo¨sung
1% (w/v) N-Lauroylsarcosin
Waschpuffer: 0,3% Tween 20
in Maleinsa¨urepuffer
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Detektionspuffer: 100 mM Tris-HCl
50 mM NaCl
25 mM MgCl2 (pH 9,5)
Die nicht-radioaktive Sonde wurde durch PCR auf PAC-Klon DNA nach dem im
Abschnitt mit 3.6 beschriebenen Schema nach Angaben des Herstellers mit DIG-
markierten Primern hergestellt. Die aus rekombinanten Zellklonen isolierte und
aufgereinigte DNA wurde u¨ber Nacht mit EcoRI verdaut und anschließend auf
einem 0,8% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Anschließend wurde der
Blot nach folgendem Schema vorbereitet: Das Gel wurde zuna¨chst 10 Minuten
im Depurinierungspuffer und anschließend fu¨r 30 Minuten in Denaturierungspuf-
fer inkubiert. Anschließend wurde das Gel 30 Minuten in Neutralisationspuffer
gewaschen. Nach einem A¨quilibrierungsschritt in 10x SSC wurde die DNA mit-
tels Vakuumblot (1,5 Stunden bei 5 bar) oder Kapillarblot (u¨ber Nacht) auf ei-
ne Nylonmembran transferiert. Durch UV-Kreuzvernetzung wurde die DNA auf
der Membran immobilisiert. Unspezifische Bindungen der Sonde wurden durch
eine Inkubation in Hybridisierungspuffer ohne Sonde fu¨r eine Stunde bei 72°C
blockiert. Die anschließende Hybridisierung mit der denaturierten Sonde erfolgte
u¨ber Nacht bei 72°C. Am na¨chsten Morgen wurde die Membran einmal fu¨r 20
Minuten bei Raumtemperatur in 2x SSC/1% SDS und anschließend sechs Mal
fu¨r 10 Minuten bei 72°C in 0,2x SSC/0,1% SDS stringent gewaschen. Nach einem
kurzen A¨quilibrierungsschritt bei Raumtemperatur in Maleinsa¨urepuffer wurden
unspezifische Bindungen des Antiko¨rpers durch eine Stunde Inkubation in Blo-
ckierungslo¨sung blockiert. Nach Zugabe des Antiko¨rpers wurde die Membran eine
weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde danach drei-
mal fu¨r 20 Minuten in Waschpuffer gewaschen und anschließend kurz in Detekti-
onspuffer a¨quilibriert. Nach einer Inkubation von fu¨nf Minuten mit verdu¨nntem
CDP-Star (1:100 in Detektionspuffer) wurde die entstehende Chemilumineszenz
durch Auflegen eines Hyperfilms detektiert und dokumentiert.
Methoden 46
3.14 Karyotypbestimmung
Verwendete Lo¨sungen:
Demecolcine-haltige Lo¨sung: 10 µg/ml Demecolcine
in HBSS
Fixierlo¨sung: 3 Teile Methanol
1 Teil Essigsa¨ure
frisch ansetzen und auf –20°C ku¨hlen
Um die Anzahl sto¨render Feeder -Zellen mo¨glichst gering zu halten, wurden die ES-
Zellen hierfu¨r auf Zellkulturschalen kultiviert, die zuvor mit Gelatine beschichtet
worden waren. Bei ausreichend hoher Zelldichte wurden die Zellen fu¨r 45 min
in Demecolcine-haltigem Medium inkubiert. Da Demecolcine wie ein Spindelgift
wirkt, wird durch diese Behandlung die mitotische Teilung der Zellen in der Meta-
phase angehalten. Die Zellen wurden anschließend mit HBSS gespu¨lt, trypsiniert
und abzentrifugiert (2 min, 1.200 UpM). Der U¨berstand wurde abgenommen und
das Pellet wurde in hypotoner (0,56%) Kaliumchlorid-Lo¨sung resuspendiert. Nach
10 Minuten wurde die Suspension erneut zentrifugiert (2 min, 1.200 UpM). Die
Zellen wurden danach in 2-3 ml Fixierlo¨sung resuspendiert. Nach einer Inkubati-
onszeit von fu¨nf Minuten und erneuter Zentrifugation wurde dieser Schritt noch
2-3 Mal wiederholt. Danach wurde das Pellet in 1 ml Fixierlo¨sung resuspendiert,
mit einer Pasteurpipette aus Glas aufgenommen und aus 20 cm Ho¨he auf un-
beschichtete Objekttra¨ger getropft. Dadurch sollten Zellkernmembranen platzen
und die Chromosomen punktuell als Spread auf dem Objekttra¨ger freigesetzt wer-
den. Nach dem Verdampfen der Fixierlo¨sung bei Raumtemperatur wurden die
Objekttra¨ger fu¨r eine Minute in Giemsa-Lo¨sung getaucht und anschließend mit
Leitungswasser entfa¨rbt. Die abschließende Za¨hlung der Chromosomen erfolgte
mikroskopisch.
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3.15 Generierung chima¨rer Ma¨use
Zur Generierung chima¨rer Ma¨use wurden ES-Zellen durch Mikroinjektion in Blas-
tocysten von CD1 oder C57Bl/6J Ma¨usen eingebracht oder es wurden ES Zellen
mit Morulae der oben genannten Tiere im 4-8 Zellstadium aggregiert. In beiden
Fa¨llen wurden die beno¨tigten Embryonen aus superovulierten Weibchen entnom-
men. Dazu wurde vier bis sechs Wochen alten CD1 oder C57BL/6J Weibchen
intraperitoneal PMS (Pregnant Mares Serum) (CD1 10 Units pro Tier, C57BL/6J
5 Units pro Tier) gespritzt. 47 Stunden spa¨ter wurde ihnen ebenfalls intraperito-
neal HCG (Humanes Choriongonadotropin) (CD1 10 Units pro Tier, C57BL/6J
5 Units pro Tier) verabreicht. Die Tiere wurden anschließend verpaart. Ein bis
zwei Tage spa¨ter wurden die Embryonen entnommen und der gewa¨hlten Methode
entsprechend weiter verarbeitet. Morulae und Blastocysten wurden in den Uterus
von CD1 Weibchen retransferiert, bei denen durch Verpaarung mit vasektomier-
ten Ma¨nnchen eine Scheintra¨chtigkeit induziert worden war. Die Mikroinjektion
und der Retransfer erfolgten in Kooperation mit Ju¨rgen Schmidt und Charlot-
te Schick aus dem Haus fu¨r Experimentelle Therapie in Bonn. Die Aggregation
der Zellen und deren Retransfer wurden von Anne Zimmer aus der Molekularen
Neurobiologie der Uni Bonn durchgefu¨hrt.
Kapitel 4
Ergebnisse
4.1 Immunhistochemie und In situ-Hybridisierung
zur Untersuchung der Expression von NKB im
Gehirn von Ratten und Ma¨usen
4.1.1 Auswahl der Prima¨rantiko¨rper und U¨berpru¨fung ihrer Spe-
zifita¨t
Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Expression und Verteilung des Tachykinins
NKB in Ma¨usen zu untersuchen. Da zuna¨chst eine Lokalisierung des Peptids
im Vordergrund stand, musste ein geeigneter Antiko¨rper und die dazu passende
immunhistochemische Methode sowie die geeignete Fixierung des Gewebes
ausgewa¨hlt werden.
Es standen zwei Prima¨rantiko¨rper zur Verfu¨gung. Einer dieser Prima¨rantiko¨rper
(NKB-IgY) war gegen das Tachykinin NKB gerichtet und wurde aus Hu¨hnereigelb
isoliert. Der andere Prima¨rantiko¨rper (pep2), wurde aus dem Serum von Ka-
ninchen gewonnen und war gegen einen Teil des Tachykinin-Vorla¨uferproteins
gerichtet (Abb. 4.4). Der pep2-Antiko¨rper wurde freundlicherweise von Dr.
James Krause, Neurogen Corporation, Banford, Conneticut, USA zur Verfu¨gung
gestellt.
Im folgenden Abschnitt wird zuna¨chst das Ergebnis der Aufreinigung des
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Hu¨hnerantiko¨rpers mittels Ammoniumsulfatfa¨llung beschrieben. Anschliessend
wird anhand von Ergebnissen mit verschiedenen immunhistochemischen Me-
thoden ein Antiko¨rper fu¨r die folgenden Untersuchungen ausgewa¨hlt und seine
Spezifita¨t u¨berpru¨ft.
Aufbereitung des Prima¨rantiko¨rpers aus Hu¨hnereigelb
Zu Beginn dieser Arbeit war kein kommerzieller Antiko¨rper gegen NKB in muri-
nem Gewebe erha¨ltlich. Daher wurde die Firma Eurogentec beauftragt einen ge-
eigneten Prima¨rantiko¨rper herzustellen. Dazu wurden von der Firma zwei Hennen
hyperimmunisiert. Das Antigen, das dazu verwendet wurde, enthielt die synthe-
tisch hergestellte Sequenz des murinen NKB Peptids.
Hyperimmunisierungsschritt Datum
Impfung 03.12.2001
Boost 1 24.12.2001
Boost 2 21.01.2002
Boost 3 18.02.2002
Tabelle 4.1: Zeitliche Abfolge der Impfung und Boosts Drei Wo-
chen nach der ersten Impfung wurden drei weitere Boosts im Abstand
von vier Wochen durchgefu¨hrt.
Die Eier der immunisierten Tiere wurden ta¨glich eingesammelt und das daraus
gewonnen Eigelb in Fraktionen eingefroren. Bis zu diesem Punkt wurden alle
Schritte von der Firma Eurogentec durchgefu¨hrt. Die Aufreinigung der An-
tiko¨rperfraktion erfolgte anschliessend im Labor der Molekularen Neurobiologie
in Bonn.
Ergebnisse 50
Zeitraum Bezeichnung Bezeichnung IgY Konzentration
des Huhns der Fraktion in µg/µl
12.2001 - 25.01.2002 146 1.1 5,28
26.01.2002 – 08.02.2002 146 1.2 3,60
09.02.2002 – 22.02.2002 146 1.3 13,76
23.02.2002 – 08.03.2002 146 1.4 25,12
09.03.2002 – 22.03.2002 146 1.5 17,28
23.03.2002 – 05.04.2002 146 1.6 25,20
12.2001 - 25.01.2002 147 2.1 3,60
26.01.2002 – 08.02.2002 147 2.2 2,40
09.02.2002 – 22.02.2002 147 2.3 14,24
23.02.2002 – 08.03.2002 147 2.4 26,64
09.03.2002 – 22.03.2002 147 2.5 17,20
23.03.2002 – 05.04.2002 147 2.6 15,28
Tabelle 4.2: U¨bersicht u¨ber die verwendeten Eigelbfraktionen
Neben dem Zeitraum, in dem das Eigelb gesammelt wurde, werden
auch die Bezeichnung und die Konzentration an IgY in den einzelnen
Fraktionen aufgelistet.
Aus dem Eigelb der immunisierten Hennen wurden Antiko¨rper durch Fa¨llung
mit Ammoniumsulfat und anschließender Dialyse (Abschnitt 3.8.2) isoliert. Nach
der Dialyse wurde die Proteinkonzentration photometrisch bestimmt. Da aber
durch eine photometrische Bestimmung die Gesamtkonzentration an Proteinen
erfasst wird, war aus diesen Ergebnissen noch keine Aussage u¨ber die Reinheit
ableitbar. Daher wurden die aufgereinigten Fraktionen durch diskontinuierliche
SDS-PAGE aufgetrennt.
Unter denaturierenden Bedingungen zerfallen Immunglobuline, zu denen auch die
Antiko¨rper aus Hu¨hnereigelb (IgY) geho¨ren, in eine leichte und in eine schwere
Kette. Daher ist auf dem Polyacrylamidgel (Abb. 4.1), das nach der Aufreinigung
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gemacht wurde, auch keine Bande bei 180 kD fu¨r das native Antiko¨rperprotein
zu sehen, sondern eine Bande bei 64 kD fu¨r die schwere Kette und eine Bande bei
25 kD fu¨r die leichte Kette. Wie auf dem Gel zu erkennen ist, stellen diese beiden
Banden die Hauptbestandteile der aufgereinigten Fraktion dar. Die Bande bei 35
kD ist auf eine Verunreinigung durch Proteine aus dem Eigelb zuru¨ckzufu¨hren,
die sich nicht durch eine Ammoniumsulfatfa¨llung abtrennen lassen. Um welche
Proteine es sich dabei handelt, ist in der Literatur bisher noch nicht beschrieben
worden.
Abb. 4.1: Polyacrylamidgel nach der IgY-Aufreinigung Die Banden bei 65 kD und 25 kD
entsprechen der schweren und der leichten Kette des Proteins
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Immunhistochemie mit dem NKB-IgY Antiko¨rper an Schnitten aus
dem Ru¨ckenmark von Ma¨usen
Ru¨ckenmark von Ma¨usen wurde wie im Abschnitt 3.9.1 und 3.10 beschrieben
entnommen, fixiert und gefa¨rbt. Die Fa¨rbung wurde mit allen Fraktionen der auf-
gereinigten Antiko¨rpern durchgefu¨hrt. In anderen immuncytochemischen Unter-
suchungen war bereits NKB in Lamina II des Rattenru¨ckenmarks nachgewiesen
worden (McLeod et al., 2000). Im Gegensatz dazu konnten mit dem Antiko¨rper
aus Hu¨hnereigelb in dieser Region keine spezifischen Signale gezeigt werden (Abb.
4.2), obwohl die Affinita¨t des Antiko¨rpers zuvor von Eurogentec durch einen
ELISA-Test besta¨tigt worden war. Es gab sowohl bei Kryoschnitten also auch
bei den Paraffinschnitten Schwierigkeiten mit unspezifischer Hintergrundfa¨rbung
in der weissen Substanz. Die Spezifita¨t der Bindung ließ sich trotz verschiede-
ner Optimierungsversuche (Anpassung der Konzentration des Prima¨rantiko¨rpers,
Verla¨ngerungen der Inkubationszeiten) nicht erho¨hen.
Abb. 4.2: Immunhistochemie mit NKB-IgY an Querschnitten aus dem Ru¨ckenmark
von Ma¨usen Der Antiko¨rper aus Hu¨hnereigelb zeigt eine starke Hintergrundfa¨rbung auf Par-
affinschnitten (A+C) und Kryoschnitten (B+D); C und D zeigen Ausschnitte aus dem Hin-
terhorn des Ru¨ckenmarks bei ho¨herer Vergro¨sserung.
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Immunhistochemie mit dem pep2-Antiko¨rper an Paraffinschnitten aus
dem Ru¨ckenmark von Ma¨usen
Querschnitte aus dem Ru¨ckenmark von Ma¨usen wurden wie in Abschnitt 3.9.2 und
3.10 beschrieben hergestellt und nach der Inkubation mit dem pep2-Antiko¨rper
gefa¨rbt. Spezifische Signale konnten wie erwartete (McLeod et al., 2000) in der
Lamina II des dorsalen Horns im Ru¨ckenmark nachgeweisen werden (Abb. 4.3).
Die unspezifische Hintergrundfa¨rbung war gering. Da dieser Antiko¨rper also ge-
eigneter war als der Antiko¨rper aus Hu¨hnereigelb, wurde er in allen folgenden
immunhistochemischen Untersuchungen verwendet.
Abb. 4.3: Immunhistochemie mit pep2-Antiko¨rper an Querschnitten aus dem
Ru¨ckenmark von Ma¨usen A: Der Antiko¨rper zeigt kaum Hintergrundfa¨rbung. B: Bei ho¨herere
Vergro¨sserung des markierten Ausschnittes aus A ist die spezifische Fa¨rbung der Lamina II
des dorsalen Horns noch deutlich erkennbar. Die verschiedenen Laminae sind mit I-IV gekenn-
zeichnet.
U¨berpru¨fung der Spezifita¨t des pep2-Antiko¨rpers
Der pep2-Antiko¨rper wurde, wie bereits erwa¨hnt, aus Kaninchenserum iso-
liert. Zur Hyperimmunisierung der Kaninchen wurde ein Teil des NKB-
Vorla¨uferproteins aus der Ratte benutzt, der bereits zuvor von Marksteiner et
al. als pep2 bezeichnet worden war (Marksteiner et al., 1992). Die Homologie
des Rattenpeptids zum entsprechenden Teil des murinen Vorla¨uferproteins ist mit
93% zwar sehr hoch (Abb. 4.4), da aber die Sequenz der Proteine nicht vollsta¨ndig
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u¨bereinstimmt, ko¨nnen bei der Anwendung auf murinen Gewebeschnitten unspe-
zifische Fa¨rbungen auftreten oder spezifische Reaktionen ausbleiben.
Abb. 4.4: Vergleich der Aminosa¨uresequenz des Pra¨protachykinin B von Ratten und
Ma¨usen Zwischen der Aminosa¨uresequenz des Pra¨protachykinins von Ratten und Ma¨usen be-
steht eine hohe Homologie. Im Bereich der pep2-Sequenz, der Zielsequenz fu¨r den Antiko¨rper
aus Kaninchenserum, weichen zwei Basen ab. Die NKB-Sequenz dagegen (Zielsequenz fu¨r
Antiko¨rper aus Eigelb) stimmt bei Ratten und Ma¨usen vollsta¨ndig u¨berein.
Um die Spezifita¨t des pep2-Antiko¨rpers auf murinen Schnitten zu testen, wur-
de das pep2-Antiserum mit verschiedenen Konzentrationen an Rattenpeptid, wie
im Abschnitt 3.10.1 beschrieben, pra¨adsorbiert. Dabei wird der pep2-Antiko¨rper
konzentrationsabha¨ngig mit Protein gesa¨ttigt, bis schließlich kein immunhisto-
chemisches Signal mehr zu erkennen ist. Die Fa¨rbung wurde auf Schnitten aus
Ratten- und Mausgehirn, wie im Abschnitt 3.10 beschrieben, durchgefu¨hrt. Als
Testgewebe wurde der Nucleus interpeduncularis beider Spezies ausgewa¨hlt, da
hier mit diesem Antiko¨rper bei Ratten bereits ein intensives Signal in Nervenfa-
sern beschrieben worden war (Marksteiner et al., 1992). Wie in Abb. 4.5 A und B
zu sehen ist, war bei Ratten und Ma¨usen NKB im Nucleus interpeduncularis mit
dem pep2-Antiko¨rper immunhistochemisch nachweisbar. Nach der Pra¨adsorption
wurde, wie erwartet, eine konzentrationsabha¨ngige Intensita¨tsabnahme des Si-
gnals beobachtet. Ab einer Proteinkonzentration von 100µM wurde mit diesem
Antiko¨per in beiden Geweben kein Signal mehr detektiert (Abb. 4.5 C und D),
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weil der Antiko¨rper ab dieser Konzentration vollsta¨ndig mit dem Protein gesa¨ttig
war. Daraus folgt, dass Fa¨rbungen mit diesem Antiko¨rper bei Anwendung der
oben beschriebenen immunhistochemischen Methode nur auf spezifische Antigen-
Antiko¨rper zuru¨ckzufu¨hren sind.
Abb. 4.5: Spezifita¨t des pep2-Antiko¨rpers pep2-Immunoreaktivita¨t im Nucleus interpedun-
cularis von Ratten (A) und Ma¨usen (B); nach der Pra¨adsorption des pep2-Antiko¨rpers mit
dem Rattenprotein (100µM) ist im Nucleus interpeduncularis von Ratten (C) und Ma¨usen
(D) kein Signal mehr zu erkennen. Der La¨ngenstandard in D gilt fu¨r alle Bilder der Abbildung.
Weiterhin wurde beobachtet, dass der pep2-Antiko¨rper das Tachykinin-
vorla¨uferprotein in Zellko¨rpern und Fasern von Maus- und Rattengehirnen qua-
litativ gleichermaßen gut nachweist. Es fiel jedoch auf, dass die Anzahl der de-
tektierten Perikarya im Mausgewebe durchgehend geringer war als im Rattenge-
webe. Ein Beispiel wird in Abb. 4.6 gezeigt. In der Amygdala von Ma¨usen und
Ratten konnte das pep2-Peptid in Fasern und Zellko¨rpern nachgewiesen werden.
Auf Schnitten aus Rattengehirnen werden in dieser Region viele Fasern und Zellen
angefa¨rbt (Abb. 4.6 A und C). In der zentralen Amygdala von Ma¨usen dagegen
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konnten zwar viele Fasern aber nur wenige Zellko¨rper angefa¨rbt werden (Abb. 4.6
B und D). Da in beiden Geweben Tac2 mRNA exprimierende Zellen durch in si-
tu-Hybridisierung detektiert werden konnten (Abb. 4.6 E und F), ist die geringere
Anzahl der Zellko¨rper mit pep2-immunoreaktivito¨t (pep2-IR) im Gehirngewebe
von Ma¨usen somit nicht auf eine fehlende Tac2 Expression zuru¨ckzufu¨hren.
Abb. 4.6: Geringere Anzahl an Zellko¨rpern mit pep2-IR in der Amygdala von Ma¨usen
A+C: pep2-IR in Fasern und Zellko¨rpern der zentralen Amygdala von Ratten; B+D: Ein
dichtes Netzwerk an Fasern mit pep2-IR wurde in der Amygdala von Ma¨usen angefa¨rbt, die
Anzahl der angefa¨rbten Zellko¨rper dagegen ist geringer als bei Ratten. Die Pfeile zeigen auf
pep2-positive Zellen; Die eingerahmten Bereiche in A und B sind in C und D bei ho¨herer
Vergro¨ßerung dargestellt. E+F: In situ-Hybridisierungssignale in der zentralen Amygdala von
Ratten (E) und Ma¨usen (F)
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4.1.2 Spezifita¨t der In situ-Sonden
Zum Nachweis von Tac2 und NK3 Transkripten wurde die Methode der in si-
tu-Hybridisierung verwendet. Dazu wurden zuna¨chst DIG-markierte Ribosonden
hergestellt, die anschliessend durch eine Farbreaktion nachgewiesen werden konn-
ten.
Die Sequenz der Tac2 Ribosonde wurde so gewa¨hlt, dass sie die mRNA Sequenz
einschließt, die das pep2-Peptid und NKB codiert. Die Sonden wurden mit RNA
aus Mausru¨ckenmark hergestellt. Die Homologie zur entsprechenden Sequenz in
der mRNA aus Rattengewebe betra¨gt 94%. Aufgrund dieser hohen Homologie
konnten die Sonden auch auf Schnitten von Rattengeweben verwendet werden.
Es besteht aber keine Homologie zu Trankripten des Tac1 Gens von Ma¨usen und
Ratten. Zur Herstellung der Tac2-Sonde wurden nach einer reversen Transkripti-
on die Basen 276 bis 529 der murinen cDNA Sequenz (Gene Bank accession no.
NM 009312) amplifiziert.
Dazu wurden folgende Primer benutzt:
Tac2:
Vorwa¨rts-Primer: 5´-CATGCTGTTTGCGGCTGTC-3´
Ru¨ckwa¨rts-Primer: 5´-CCACAAAGAAGTCGTGCATGTC-3´
Amplikonla¨nge: 253 bp
Die Amplifikation wurde wie im Abschnitt 3.6 beschrieben mit Taq-Polymerase
durchgefu¨hrt. Die Produkte wurden anschliessend in den pCRII-Vektor ligiert.
Durch einen Verdau mit EcoRI wurde die La¨nge des Inserts u¨berpru¨ft. Abschlies-
send wurden Teile des Plasmids sequenziert, um die Orientierung des Inserts zu
bestimmen.
Die Sense- und Antisense-Ribosonden wurden nach Angaben des Herstellers mit
einem DIG RNA Labeling Kit angefertigt. Die Reinheit der Sonden wurde auf
einem Agarosegel u¨berpru¨ft.
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Abb. 4.7: U¨berpru¨fung der Reinheit der DIG-markierten Ribosonden1: RNA Marker
(high range), 2:Tac2 Sense, 3: Tac2 Antisense, 4: NK3 Sense, 5: NK3 Antisense
Da zwischen den mRNA Sequenzen von Tachykininrezeptoren eine hohe Homo-
logie besteht, wurde die Sequenz fu¨r die NK3-Sonde so gewa¨hlt, dass sie sich
mo¨glichst stark von der mRNA Sequenz anderer Rezeptoren unterscheidet. Dazu
wurden die Basen 286 bis 691 der murinen NK3 mRNA (Gene accession no.
NM 021382) nach einer reversen Transkription mittels PCR amplifiziert. Diese
Sequenz liegt in der von Exon 1 codierten Region und weist 93% Homologie zur
entsprechenden mRNA Sequenz der Ratte, aber nur 30% zur mRNA Sequenz
von NK1 und NK2 Rezeptoren auf.
Fu¨r die PCR wurden folgende Primer verwendet:
NK3:
Vorwa¨rts-Primer: 5´-GGCGGAAAACTGGACGGACGG-3´
Ru¨ckwa¨rts-Primer: 5´-CGCCAAAGTACCACTCGCTG-3´
Amplikonla¨nge: 406 bp
Die Amplifikation wurde wie im Abschnitt 3.6 beschrieben durchgefu¨hrt. Mit die-
sen PCR-Produkten wurde analog zur Tac2-Sonde verfahren. Kontrollen zeigten,
dass mit der Sense-Tac2-Sonde keine Signale und mit der Sense-NK3-Sonde nur
unspezifische Signale detektiert wurden.
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4.1.3 Expressionsmuster von NKB und NK3 in Gehirnen von
Ma¨usen
Tachykinine werden nach der Translation in Vesikeln axonal zur Synapse trans-
portiert, um dort bei Bedarf freigesetzt zu werden (Pennefather et al., 2004).
Mit der Immunhistochemie und der in situ-Hybridisierung standen nun Me-
thoden zur Lokalisierung des NKB-Vorla¨uferproteins und der Transkripte des
Tac2 und des NK3 Gens zur Verfu¨gung. Durch einen Vergleich der Regionen in
denen Signale mit der Immunhistochemie und/oder der in situ-Hybridisierung
erhalten wurden, konnten Ru¨ckschlu¨sse auf den Syntheseort des Tachykinins,
den Ort der Freisetzung und das Vorkommen von NK3-Rezeptoren gezogen
werden. Da zu Beginn dieser Arbeit das Expressionsmuster fu¨r NKB und NK3
im Gehirn von Ratten bereits beschrieben worden war (Marksteiner et al., 1992;
Shugrue et al., 1996), wurden Proben aus Rattengehirnen als Kontrollen fu¨r
Mausproben mitgefu¨hrt. Dadurch konnte einerseits nachgewiesen werden, dass
mit der angewendeten Methode die publizierten Ergebnisse reproduziert werden
konnten. Andererseits konnten dadurch Ergebnisse von Ratten und Ma¨usen
direkt verglichen werden.
Im folgenden Abschnitt werden U¨bereinstimmungen und Abweichungen in
Projektionssystemen bei Ratten und Ma¨usen beschrieben. Abschliessend wurden
die Muster fu¨r pep2-IR und NK3-Genexpression miteinander verglichen.
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Abb. 4.8: Vergleich der pep2-IR, Tac2-mRNA Expression und NK3-mRNA Expression
in Gehirnen von Ratten und Ma¨usen *Die Daten fu¨r das Rattengewebe basieren auf eigenen
Ergebnissen, die mit Ergebnissen von Marksteiner et al. (1992) und Shugrue et al. (1996)
u¨bereinstimmen.
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4.1.4 U¨bereinstimmende Projektionssysteme in Ma¨usen und
Ratten
Das Muster der pep2-Immunoreaktivita¨t (pep2-IR) stimmt bei Ratten und
Ma¨usen weitgehend u¨berein (Abb. 4.8). Zellen und Fasern mit pep2-IR wurden
in der Grosshirnrinde und im Bulbus olfactorius detektiert. Im Thalamus und
Hypothalamus wurde bei Ma¨usen und Ratten ein dichtes Netz pep2-enthaltender
Fasern beobachtet. Zellen mit pep2-IR wurden im Bed nucleus der Stria termi-
nalis, in der Area preoptica, in der zentralen Amygdala, im Nucleus arcuatus, in
der lateralen und medialen Habenula und im Nucleus anterior dorsalis detektiert.
Im Mesencephalon wurde pep2-IR vor allem in Fasern der Substantia nigra und
im Nucleus interpeduncularis nachgewiesen. Zusammen mit den Ergebnissen aus
der in situ-Hybridisierung konnten Informationen u¨ber Projektionssysteme abge-
leitet werden. Auch die Ergebnisse der in situ-Hybridisierung zeigten, dass das
Expressionsmuster in der Maus dem in der Ratte weitgehend glich und kaum von
bereits vero¨ffentlichten Ergebnissen abwich (Marksteiner et al., 1992). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass Signale aus der in situ-Hybridisierung mit pep2-IR
in Zellko¨rpern u¨bereinstimmten.
Abb. 4.9: Tac2 mRNA-Expression in den Habenulae und pep2-IR im Nucleus inter-
peduncularis A,B: Tac2 mRNA wird in den Habenulae von Ratten (A) und Ma¨usen (B)
exprimiert; C,D: pep2-IR wurde im Nucleus interpeduncularis von Ratten (C) und Ma¨usen
(D) detektiert. Das La¨ngenmaß in D gilt fu¨r alle Bilder der Abbildung
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Abb. 4.10: Tac2 mRNA-Expression im Nucleus mammillaris lateralis und pep2-IR im
Nucleus anterior dorsalis A,B: Tac2 mRNA wird im lateralen Nucleus corporis mamillaris
von Ratten (A) und Ma¨usen (B) exprimiert; C,D: pep2-IR wurde im Nucleus anterior dorsalis
von Ratten (C) und Ma¨usen (D) detektiert. AD Nucleus anterior dorsalis, sm Stria dorsalis
des Thalamus, AV Nucleus anterior ventralis des Thalamus, HC Hippocampus
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In den Projektionsgebieten der Nuclei, die Tac2 mRNA exprimierten, wurde wie
erwartet pep2-IR in Fasern beobachtet. Ein Beispiel fu¨r ein u¨bereinstimmendes
Projektionsystem, in Maus und Ratte ist in Abb. 4.10 dargestellt. Tac2 mRNA
wurde in den lateralen Bereichen des Nucleus corporis mamillaris nachgewiesen.
Neurone aus dieser Region ziehen zum Nucleus anterior dorsalis (Gonzalo-Ruiz et
al., 1998), wo wie erwartet bei Ma¨usen und Ratten pep2-IR in Fasern nachgewiesen
werden konnten. Ein weiteres Beispiel ist die Verbindung zwischen den medialen
Habenulae und dem Nucleus interpeduncularis (Ciani et al., 2005). In Ma¨usen und
Ratten wurde Tac2 mRNA in der medialen Habenulae nachgewiesen. Neurone aus
dieser Region projezieren zum Nucleus interpeduncularis, wo ebenfalls Fasern mit
pep2-IR detektiert wurden (Abb. 4.9).
4.1.5 Unterschiede in Projektionssystemen von Ma¨usen und Rat-
ten
Obwohl es viele U¨bereinstimmungen im Expressionsmuster von NKB/Tac2 mR-
NA zwischen Ma¨usen und Ratten gab, wurden auch einige Unterschiede be-
obachtet. Im Nucleus des Tractus olfactorius lateralis der Ratte zum Beispiel
konnte Tac2 mRNA Expression anhand eines starken Signals in der in situ-
Hybridisierung nachgewiesen werden, wohingegen dieses Signal im entsprechenden
Kern des Mausgehirns fehlt. Im Projektionsgebiet des Nucleus des Tractus olfac-
torius lateralis, dem Tuberculum olfactorium (Santiago und Shammah-Lagnado,
2004), wurden Fasern mit pep2-IR ebenfalls nur in der Ratte nachgewiesen. Bei
der Maus ist im entsprechenden Kern dagegen keine Fa¨rbung zu sehen (Abb. 4.11).
Ein weiteres Beispiel fu¨r Abweichungen zwischen Maus und Ratte liegt im Hip-
pocampus vor. Ein Signal fu¨r Tac2 mRNA und pep2-IR konnte in der granula¨ren
Schicht des Hippocampus von Ratten nachgewiesen werden (Abb 4.12). In der
entsprechenden Region im Mausgehirn wurden dagegen keine Signale detektiert.
Im Hippocampus der Maus scheint es also weder eine Expression von Tac2 mRNA
noch eine Freisetzung oder Lagerung des NKB Peptids zu geben (Abb. 4.12).
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Abb. 4.11: Tac2 mRNA Expression im Nucleus des Tractus olfactorius lateralis und
pep2-IR im Tuberculum olfactorium A-B: Ein starkes Signal fu¨r Tac2 mRNA wurde im
Nucleus des Tractus olfactorius lateralis von Ratten (A) detektiert. Bei Ma¨usen (B) dagegen
wurde im entsprechenden Nucleus keineTac2 mRNA nachgewiesen. Im Projektionsgebiet des
Nucleus des Tractus olfactorius lateralis, dem Tuberculum olfactorium, wurde entsprechend
pep2-IR bei Ratten (C) aber nicht bei Ma¨usen (D) nachgewiesen. opt optischer Trakt, SO
Nucleus supraopticus, LOT2 Lamina II des Nucleus des Tractus olfactorius lateralis, TU
Tuberculum olfactorium
Abb. 4.12: Tac2 mRNA Expression und pep2-IR im Gyrus dentatus des Hippocampus
A-B: Die Mehrzahl der Signale fu¨r Tac2 mRNA im Hippocampus von Ratten (A) wurde in
der granula¨ren Schicht des Hippocampus detektiert. In dieser Region wurden bei Ma¨usen (B)
keine Signale nachgewiesen. C-D: pep2-IR wurde ebenfalls in Zellen der granula¨ren Schicht
des Hippocampus von Ratten (C) detektiert nicht aber bei Ma¨usen (D). MolDG molekulare
Schicht des Gyrus dentatus, GrDG granula¨re Schicht des Gyrus dentatus, PoDG polymorphe
Schicht des Gyrus dentatus.
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4.1.6 Vergleich der pep2-IR und des NK3-
Genexpressionsmusters in Ma¨usen und Ratten
Neurokinin B (NKB) kann, in Abha¨ngigkeit von der Konzentration, alle drei
Neurokininrezeptoren aktivieren. Die gro¨ßte Affinita¨t zeigt es jedoch zum
NK3-Rezeptor (Page, 2004). Obwohl in der Literatur bereits Unterschiede in
der NK3 Expression in verschiedenen Spezies beschreiben wurden (Pinto et al.,
2004), konnten in den vorliegenden Untersuchungen keine Unterschiede zwischen
Ma¨usen und Ratten festgestellt werden. Expressionsmuster und die Intensita¨t
der Signale waren in Gehirngeweben von Ma¨usen und Ratten weitgehend gleich.
Obwohl Abweichungen in der Tac2 Expression im Hippocampus auftraten, war
das NK3 Expressionsmuster bei Ratten und Ma¨usen identisch. Besonders im
Stratum pyramidale von Ratten und Ma¨usen wurde eine starke NK3 Expression
beobachtet (Abb. 4.13), wohingegen nur wenige Zellen im Stratum pyramidale
und im Stratum radiatum bei Ratten aber nicht bei Ma¨usen pep2-IR zeigten.
Abb. 4.13: NK3 Expression und pep2-IR im CA1-Feld des Hippocampus A-B: Starke
Signale fu¨r NK3 mRNA sind in der pyramidalen Schicht des Hippocampus von Ratten (A) und
Ma¨usen (B) zu erkennen; C-D: Fu¨r pep2-IR dagegen wurden nur selten Signale bei Ratten (C)
beobachtet. D: Fehlende pep2-IR im Hippocampus von Ma¨usen. Rad Stratum radiatum des
Hippocampus, Or Lamina oriens des Hippocampus, Py pyramidale Schicht des Hippocampus
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NK3 mRNA konnte in allen Teilbereichen der Amygdala von Ratten und Ma¨usen
nachgewiesen werden. Das sta¨rkste Signal trat in der basolateralen Amygdala
auf. Immunhistochemisch ließ sich pep2-IR aber nur in Bereichen der zentralen
Amygdala nachweisen (Abb. 4.14). Weitere Nuclei, die NK3 exprimieren ohne
pep2-IR zu zeigen, sind der mediale Nucleus corporis mamillaris und die Area
tegmentalis ventralis.
Abb. 4.14: NK3 mRNA Expression und pep2-IR in der Amygdala A-B: NK3 mRNA
wurde in allen Bereichen der der Amygdala von Ratten (A) und Ma¨usen (B) exprimiert. Die
ho¨chste Dichte an Signalen trat dabei im basolateralen Teil auf; C-D: pep2-IR dagegen wurde
nur im zentralen Bereich derAmygdala von Ratten (C) und Ma¨usen (D) nachgewiesen. BLA
basolateraler Teil der Amygdala, CA zentraler Teil der Amygdala
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4.2 Tac2- und NK3-Genexpression in peripheren Ge-
weben von Ma¨usen
Um mehr Informationen u¨ber die Tac2- und NK3-Genexpression in Ma¨usen zu
erhalten, wurden neben dem Gehirn auch periphere Organe untersucht. Dabei
stand der qualitative Nachweis und weniger die Lokalisierung von Tac2- und NK3-
Transkripten im Vordergrund. Daher wurde hierfu¨r die Methode der RT-PCR
verwendet. Das Gewebe wurde wie im Abschnitt 3.7 beschrieben behandelt, um
Gesamt-RNA zu isolieren und in cDNA umzuschreiben. Fu¨r die anschliessende
RT-PCR wurden die Primer so gewa¨hlt, dass Vorwa¨rts- und Ru¨ckwa¨rtsprimer
mo¨glichst nicht im selben Exon binden. So ko¨nnen lange PCR-Produkte, die
aufgrund von Kontaminationen mit genomischer DNA entstanden sind, von den
kurzen RT-PCR-Produkten unterschieden werden. Eine Ausnahme stellten die
β-Actin Primer dar. In diesem Fall binden sowohl der Vorwa¨rts- als auch der
Ru¨ckwa¨rtsprimer im selben Exon. Eine Unterscheidung der Produkte wa¨re hier
aufgrund der Produktla¨nge nicht mo¨glich. Zu dem Zeitpunkt, als die Methode
etabliert wurde, lagen zwar Informationen u¨ber das Transkript des β-Actin Gens
vor, die genomische Sequenz war jedoch noch nicht vollsta¨ndig aufgekla¨rt. Daher
fehlte die Information, wo die Exon/Intron-Grenzen lagen. Die Primer wurden
deshalb nur aufgrund ihrer Schmelztemperatur und der La¨nge des Amplikons
ausgewa¨hlt. Um Kontaminationen mit genomischer DNA auszuschliessen, wurde
nach der Isolierung der RNA ein DNase I-Verdau durchgefu¨hrt.
Die Sequenz der verwendeten Primer lautet:
Tac2
Vorwa¨rts-Primer: 5´-CTCAGCTTGGCTTGGACCTTC-3´
Ru¨ckwa¨rts-Primer: 5´-GTCTCCTTTGGTCCCACGCTAG-3´
Amplikonla¨nge: 187 bp
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NK3:
Vorwa¨rts-Primer: 5´-TCCCATCACAGCGGTGTTT-3´
Ru¨ckwa¨rts-Primer: 5´-GTACGGCCTGGCATGACTTT-3´
Amplikonla¨nge: 202 bp
β-Actin:
Vorwa¨rts-Primer: 5´-CACACTGTGCCCATCTACGA-3´
Ru¨ckwa¨rts-Primer: 5´-AGTGGCCATCTCCTGCTCGA-3´
Amplikonla¨nge: 207 bp
Abb. 4.15: Schematische Darstellung der Primer-Bindungsstellen fu¨r die RT-PCR Die
Primer binden in verschiedenen Exons, so dass die kurzen RT-PCR-Produkte von den PCR-
Produkten auf genomischer DNA unterschieden werden ko¨nnen. Da beide β-Actin Primer im
selben Exon binden, wurde zusa¨tzlich ein DNase I Verdau durchgefu¨hrt.
Die PCR wurde wie im Abschnitt 3.6 beschrieben durchgefu¨hrt. Fu¨r die Tac2 Pri-
mer wurde dabei eine Anlagerungstemperatur von 68°C verwendet. Die optimale
Anlagerungstemperatur fu¨r die NK3 Primer lag mit 65°C etwas niedriger. Die β-
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Actin Primer konnten bei jeder PCR als Kontrollen mitgefu¨hrt werden, da sie bei
beiden Temperaturen auswertbare und reproduzierbare Ergebnisse lieferten. Eine
Auswertung der PCR erfolgte u¨ber Gelelektrophorese.
Zu jeder Gewebeart wurden sechs Proben aus sechs verschiedenen Tieren (drei
Weibchen und drei Ma¨nnchen) untersucht. Zuna¨chst wurde die Qualita¨t der cD-
NA u¨berpru¨ft. Zeigte die RT-PCR fu¨r alle sechs Fa¨lle eine eindeutige Bande fu¨r
β-Actin im Agarosegel, so galt die Qualita¨t der cDNA als ausreichend und die
Ergebnisse fu¨r die Tac2- und NK3-Genexpression wurden ausgewertet.
Abb. 4.16: Nachweis von Tac2 und NK3 mRNA im Ru¨ckenmark von Ma¨usen A:
Tac2-Proben (Proben 1-6, Produktla¨nge 187 bp) und β-Actin-Kontrollen (Proben 7-12,
Produktla¨nge 207 bp); B: NK3-Proben (Probe 13-18, Produktla¨nge 202 bp) und β-Actin-
Kontrollen (Proben 19-24, Produktla¨nge 207 bp). Proben aus weiblichenTieren: 1-3, 7-9,
13-15, 19-21; Proben aus ma¨nnlichen Tieren: 4-6, 10-12, 16-18, 22-24; M: 100 bp Marker
Eine Tac2- oder NK3-Genexpression galt als gesichert, wenn wie in Abb. 4.16
dargestellt, fu¨r mindestens vier der Proben (mindestens zwei Proben von Weib-
chen und zwei Proben von Ma¨nnchen) nach der RT-PCR eine spezifische Bande
im Agarosegel gezeigt werden konnte.
In der nachfolgenden Tabelle werden die Ergebnisse der RT-PCR fu¨r periphere
Gewebe zusammengefasst.
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Untersuchte Gewebe Tac2-Expression NK3-Expression
Ru¨ckenmark + +
Ganglion Stellatum - -
Auge (Retina) + +
Magen - +
Du¨nndarm + +
Dickdarm + +
Leber - -
Milz + -
Niere - -
Harnblase - -
Herz - -
Lunge - -
Nebenniere + -
Speicheldru¨se - -
Schilddru¨se - -
Thymus + -
Hypophyse - -
Ovar - +
Uterus + -
Plazenta + -
Hoden - -
Tabelle 4.6: Expression von Tac2 mRNA und NK3 mRNA in pe-
ripheren Geweben der Maus + Expression nachweisbar, - Expression
nicht nachweisbar
Ergebnisse 71
4.3 Deletion des Tac2 Gens in der Maus
Eine genauere Untersuchung der Funktion des murinen Tac2-Gens sollte
nach der Herstellung von Knockout-Ma¨usen erfolgen. Zuna¨chst wurde der
Gen-Locus na¨her untersucht: Nach Angaben der Ensembl Genome-Datenbank
(http://www.ensemble.org) wird das murine NKB vom Tac2-Gen (ENSMUSG
00000025400) auf Chromosom 10 codiert. Es besteht aus 8 Exons und es ist nur ein
Transkript (852 bp) bekannt. Nach der Translation entsteht ein Vorla¨uferprotein
mit 116 Aminosa¨uren. Benachbart in 5´-Richtung liegt das Gen, das die schwe-
re Kette des Myosin codiert (ENSMUSG 00000025401). In 3´-Richtung neben
dem Tac2-Gen liegt ein Gen (ENSMUSG 00000044617), dem bisher noch kein
Peptid zugeordnet werden konnte und das Gen, das das murine Adrenomedullin
(ENSMUS 00000058396) codiert (Abb. 4.17).
Abb. 4.17: Schematische Darstellung eines Ausschnitts aus Chromosom 10 Ab-
schnitt D3 In 5´-Richtung neben dem Tac2 Gen liegt das Gen, das die schwere Kette
des Myosin (Myo1α) codiert. Benachbart zum Tac2 Gen in 3´Richtung liegt ein Pseudogen
(7030401O21Rik) und das Gen, das Adrenomedullin (Admr) codiert.
Im folgenden Abschnitt wird beschrieben, wie ausgehend von diesen Informatio-
nen zuna¨chst ein Targeting-Vektor konstruiert wurde, der eine Deletion des Gens
ermo¨glichte. ES-Zellen, in denen nach dem Einbringen dieses Vektors durch Elek-
troporation eine homologe Rekombination nachgewiesen werden konnte, wurden
durch Mikroinjektion in Blastozysten eingebracht oder mit Morulae aggregiert.
Die daraus hervorgegangenen chima¨ren Tiere wurden durch Verpaarung auf die
Keimbahnga¨ngigkeit der homolog rekombinierten ES-Zellen u¨berpru¨ft.
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4.3.1 Konstruktion eines Targeting-Vektors
Abb. 4.18: Schematische Darstellung des pPNT M1-Plasmids Die weissen Bereiche
kennzeichnen die Bereiche der Multiple Cloning Sites, dazwischen liegt der gelb gekennzeich-
nete Bereich fu¨r die Neomycinresistenz. Die HSV-TK Kassette ist grau gekennzeichnet.
Ausgehend vom pPNT-M1-Plasmid (Abb. 4.18) wurde ein Vektor konstruiert, mit
dessen Hilfe die Exons 1 bis 6 des Tac2-Gens ausgeschaltet werden sollten. Das
Plasmid enthielt eine NEO-Kassette, die von zwei Multiple Cloning Sites einge-
rahmt wird, und eine HSV-TK-Kassette. In die Multiple Cloning Sites wurden
zwei zur genomischen Sequenz homologe Bereiche eingefu¨gt, wodurch spa¨ter ei-
ne homologe Rekombination erst ermo¨glicht wird (Abb. 4.19). Die NEO-Kassette
ersetzt die fehlende genomische Sequenz zwischen diesen Bereichen. Die von ihr
ausgehende Neomycinresistenz wurde spa¨ter als Positivkontrolle fu¨r die Integra-
tion genutzt. Die HSV-TK-Kassette dagegen entha¨lt die Sequenz fu¨r eine Herpes
simplex Thymidinkinase, die Nukleotidanaloga zu toxischen Produkten umsetzt,
was wa¨hrend der Kultivierung der elektroporierten ES-Zellen als Negativkontrolle
genutzt wurde.
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Abb. 4.19: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie Eine Sequenz aus der
3´-Region und der 5´-Region des Tac2-Gens wurden als homologe Bereiche ausgewa¨hlt, am-
plifiziert und in den Targeting Vektor kloniert. Die Sequenz zwischen diesen Bereichen soll im
rekombinanten Locus durch die Neomycinresistenz ersetzt werden. Mit 1-8 sind die Exons 1-8
des Tac2 Gens gekennzeichnet, die roten Striche markieren die Schnittstellen aus den Multiple
Cloning Sites des pPNT Vektors, die fu¨r die Klonierung genutzt wurden. Gelb markiert sind
die Marker NEO und HSV-TK.
Amplifikation der 3´-Homologie
Zu Beginn dieser Arbeit war nur wenig u¨ber das Tac2-Gen bekannt. Durch Se-
quenzierung genomischer DNA und einem Vergleich mit der zu diesem Zeitpunkt
bereits bekannten mRNA Sequenz des Tac2-Gens konnte die NKB codierende
Sequenz dem Exon 6 zugeordnet werden. Daher wurden bei der Konstruktion
des Targeting-Vektors fu¨r die 3´-Homologie 1.998 Basenpaare ausgewa¨hlt, die
teilweise die Sequenzen von Exon 7 und 8 und des dazwischen liegenden Introns
einschließen. Die 3´-Homologie wurde durch PCR mit Accutaq-Polymerase wie
im Abschnitt 3.6 beschrieben amplifiziert. Als Template wurde hierbei PAC-DNA
eingesetzt.
Zur Amplifikation der 3´-Homologie wurden folgende Primer verwendet:
Tac2-Xba1.1: 5´-TTCTAGAACACCGACGTGGTTGAAGAGA-3´
Tac2-EcoR1.1: 5´-GGAATTCCTTAATGCAGGACACTACAGAAA-3´
Amplikonla¨nge: 1998bp
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Die Primer enthalten neben der genomischen Sequenz zusa¨tzliche Nukleotide
fu¨r die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen XbaI und EcoRI, um das
PCR-Produkt spa¨ter gerichtet in den pPNT-M1-Vector ligieren zu ko¨nnen. Zur
U¨berpru¨fung der Sequenz wurde das Amplikon zuna¨chst ungerichtet in den
pCRII-Vector ligiert und sequenziert. Anschließend wurde das PCR-Produkt in
den noch leeren pPNT-M1-Vector eingefu¨gt. Dazu wurden das PCR-Produkt
und das Plasmid mit den Restriktionsenzymen EcoRI und XbaI verdaut und
anschließend durch Gelelektrophorese und Gelextraktion aufgereinigt. Durch den
Verdau entstanden u¨berha¨ngende Enden, die nicht kompatibel waren, wodurch
eine Religation vermieden wurde. Auch am PCR-Produkt lagen nach dem Verdau
u¨berha¨ngende Enden vor, die komplementa¨r zu den Enden am Plasmid waren,
so dass dieses Fragment nun gerichtet in den Vektor ligiert werden konnte.
Amplifikation der 5´-Homologie
Fu¨r die 5´-Homologie wurde ein Bereich von 6.282 Basenpaaren in der 5´-Region
oberhalb des ersten Exons gewa¨hlt. Dieser Bereich codiert, wie sich erst vor kur-
zem herausstellte, teilweise die schwere Kette des Myosin. Da die Gewinnung
gro¨ßerer DNA-Fragmente mit Sequenzen aus dem nichtcodierenden 5´-Bereich
des Tac2-Gens durch PCR erfolglos war, wurden zuna¨chst drei kleinere Teilse-
quenzen amplifiziert. Als Template wurde wie bei der 3´-Homologie PAC-DNA
verwendet. Die drei Fragmente wurden mit Accutaq wie im Abschnitt 3.6 be-
schrieben amplifiziert, wobei die Magnesiumchlorid-Konzentration in diesem Fall
auf 1,25 mM erho¨ht wurde und 1,0 µl DMSO zu jedem Ansatz zugesetzt wurde.
Folgende Primer wurden verwendet:
Amplikon 1
Not1.9F: 5´-GCGGCCGCAGGAATGCTCAGTTGATCATGAAG-3´
BspE1R: 5´-CTCGAGGAGGTCTGGGTGGTGGAGTG-3´
Amplikonla¨nge: 1514 bp
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Amplikon 2
BspE1F: 5´-GCTTCAACACAGCCAATCAGG-3´
BstE2R: 5´-CTCGAGGCGCGGGTCACCACC-3´
Amplikonla¨nge: 3535 bp
Amplikon 3
BstE2F: 5´-CTTGACTTCTCGGAACCAGAAGAT-3´
XhoR: 5´-CTCGAGCCAGTGTTGTGGATATTTGCTGAG-3´
Amplikonla¨nge: 1505 bp
Auch bei diesen Primern wurden teilweise zusa¨tzliche Nukleotide fu¨r die
Schnittstellen von Endonukleasen eingefu¨gt, um die Fragmente spa¨ter gerichtet
ligieren zu ko¨nnen. Alle Fragmente wurden einzeln in pCRII-Vektoren ligiert
und sequenziert. Anschließend konnte die 5´-Homologie nach folgendem Schema
zusammengesetzt werden: Die Plasmide, in die zuvor Amplikon 1 und Amplikon
2 ligiert wurden, wurden mit XhoI und BspEI verdaut. Dadurch wurde das
erste Plasmid nur linearisiert, wohingegen das Amplikon 2 aus dem pCRII-
Plasmid mit u¨berha¨ngenden Enden herausgeschnitten wurde. Das Fragment
Amplikon 2 konnte nun gerichtet in das Plasmid mit Amplikon 1 ligiert werden.
Anschließend wurde dieser erweiterte Vektor und das Plasmid, in das zuvor
Amplikon 3 ligiert wurde, mit BstEII und XhoI verdaut. Dabei wurde das
Amplikon 3 mit u¨berha¨ngenden Enden herausgeschnitten und der um Amplikon
1 und 2 erweiterte Vektor linearisiert. Das Fragment des Amplikon 3 wurde
gerichtet in das erweiterte Plasmid ligiert. Die nun vollsta¨ndig zusammengesetzte
5´-Homologie wurde durch einen Doppelverdau mit NotI und Xho I aus dem
pCRII-Vektor herausgeschnitten und als zweiter Homologiebereich gerichtet in
den pPNT-Vektor eingesetzt. Nach der Herstellung wurde der Vektor durch
Restriktionsanalysen und durch Sequenzierung der Homologiebereiche u¨berpru¨ft.
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Abb. 4.20: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie Drei PCR-Produkte wur-
den einzeln in pCRII-Plasmide ligiert und anschließend im pPNT M1-Vektor zur 5´-Homologie
zusammengesetzt
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4.3.2 Elektroporation und chima¨re Tiere
Durch Einbringen des Vektors in ES-Zellen sollte wie in Abbildung 4.19 darge-
stellt bei einer anschliessenden homologen Rekombination die Sequenz zwischen
den beiden Homologiebereichen durch die Neomycinresistenz ersetzt werden, so
dass die Herstellung des funktionsfa¨higen Tachykinins nicht mo¨glich ist. Insgesamt
wurden 20 Elektroporationen durchgefu¨hrt. Daraus wurden 1.512 Klone isoliert
und durch Southern Blots und PCR auf homologe Rekombination u¨berpru¨ft. Die
Southern blot-Sonde wurden durch PCR mit DIG-markierten Primern auf PAC-
Klon DNA mit Taq-Polymerase (Abschnitt 3.6) hergestellt. Die Sonde bindet, wie
in Abbildung 4.21 dargestellt, an eine Sequenz in der 3´-Region des Tac2 Gens.
Die Sequenz der verwendeten Primer lautet:
3´2-SondeF: 5´-CCTGGAAGGTGGTTCAGCA-3´
3´2-SondeR: 5´-TTGCCATCTTCCCCAGGAT-3´
Amplikonla¨nge: 704 bp
Abb. 4.21: Schematische Darstellung des Wildtyp Locus und des rekombinanten Locus
und der Bindungsstelle fu¨r die Southern Blot Sonde Die Sonde bindet an eine Sequenz
in der 3´-Region des Tac2 Gens. 1-8: Exon 1 bis 8 des Tac2 Gens; Rot markiert: EcoRI
Schnittstellen; Gru¨n markiert: Southern Blot Sonde; NEO: NEO-Kassette
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Die Genotypisierungs-PCR wurde mit Taq-Polymerase (Abschnitt 3.6) auf
genomischer DNA aus rekombinanten ES-Zellklonen durchgefu¨hrt. Folgende
Primer wurden dafu¨r verwendet:
3´-F4: 5´-TGATTCCCACTTTGTGGTTCTAAGTAC-3´
3´-F6: 5´-TCAGGTGACATGCACGACTTCT-3´
3´-R3: 5´-GGATTATTTGAGGATGCCAAAGC-3´
Amplikonla¨nge: Wildtyp: 425 bp
KO: 202 bp
Alle drei Primer wurden zusammen in den PCR-Ansatz gegeben. Eine Unter-
scheidung zwischen dem Wildtyp- und Knockout-Genotyp war mo¨glich, da der
3´-F6 Primer an eine Sequenz in der NEO-Kassette bindet und der 3´-F4 Primer
an eine Sequenz, die zwischen der 5´- und der 3´-Homologie liegt. Der 3´-R3
Primer lagert sich an einen Teil der 3´-Homologie an.
Abb. 4.22: Genotypisierung mit PCR und Southern Blot A: Genotypisierung per PCR:
Die obere Bande entspricht der Wildtyp-Bande und die untere der Knockout-Bande. 1: 100
bp Marker; 2: ES-Zellklon Tac2.7-9; 3: Tac2.9-15; 4: Wildtyp ES-Zellklon; B: Genotypisierung
per Southern Blot 1: DIG- markierter DNA-Marker; 2-3: ES-Zellklone, in denen nach der
Elektroporation keine homologe Rekombination stattgefunden hat; 4: ES-Zellklon in dem eine
homologe Rekombination detektiert werden konnte
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Es wurden vier Klone detektiert, in denen eine homologe Rekombination stattge-
funden hatte und bei denen der Southern Blot auf eine korrekte Rekombination
hindeutete.
Gesamtzahl der Elektroporationen 20
Anzahl der getesteten Klone 1512
Homolog rekombinierte Klone 4
Tabelle 4.9: Anzahl der durchgefu¨hrten Elektroporationen, die
getesteten Klone und die homologe rekombinierten Klone
Alle vier Klone, in denen eine homologe Rekombination nachgewiesen werden
konnte, wurden mehrfach aggregiert und/oder injiziert. Daraus gingen 45 Nach-
kommen hervor, von denen 23 Tiere einen Chima¨rita¨tsgrad zwischen 10% und
70% aufwiesen.
Bezeichnung des Klons Anzahl der Anzahl
Retransfer- der chima¨ren
versuche Nachkommen
Tac2.7-9 16 17
Tac2.9-15 6 2
Tac2.11a-100 4 2
Tac2 EP75-49 7 2
Tabelle 4.10: U¨bersicht u¨ber die Anzahl der durchgefu¨hrten
Retransferversuche und die daraus hervorgegangenen Tiere
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Abb. 4.23: Vergleich eines chima¨ren Tieres mit einem Wildtyp-Tier A: CD1 Ma¨nnchen
mit normalen Geschlechtsanlagen; B: Chima¨res Tier mit verku¨mmerten Geschlechtsanlagen.
Das Tier war nicht fertil. Von aussen betrachtet scheint es extrem vergro¨sserte Hoden zu
haben. Post mortem wurde festgestellt, dass keine Hoden ausgebildet worden waren, dafu¨r
aber ein verku¨mmerter Uterus. Dort, wo sich die Hoden befunden ha¨tten, befand sich bei
diesem Tier nur Fettgewebe.
Tiere mit einem Chima¨rita¨tsgrad u¨ber 10% wurden verpaart. Dabei wurde beob-
achtet, dass die Ma¨nnchen mit einem hohen Chima¨rita¨tsgrad ha¨ufig nicht fertil
waren. Bei zwei dieser Ma¨nnchen stellte sich post mortem heraus, dass es sich um
Hermaphroditen handelte, die nur verku¨mmerte Anlagen fu¨r Geschlechtsorgane
hatten. Bei den anderen Ma¨nnchen konnte keine organische Sto¨rung festgestellt
werden.
Abb. 4.24: Chima¨re Tiere Alle vier Tiere sind durch Mikroinjektion der ES-Zellklone Tac2.7-
9 und Tac2.9-15 entstanden. Die Tiere weisen einen Chima¨rita¨tsgrad von 10% bis 70% auf.
Die oberen Ma¨use sind durch Mikroinjektion von 129SV ES-Zellen (brauner Anteil) in CD1-
Blastozysten (weisser Anteil) und die unteren durch Mikroinjektion von 129SV ES-Zellen
(brauner Anteil) in C57-Blastozysten (schwarzer Anteil) entstanden.
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Alle Nachkommen der Chima¨ren zeigten die Fellfarbe des Stammes, aus dem die
Blastozysten entnommen wurden. Daraus konnte geschlossen werden, dass die
Deletion des Tac2 Gens nicht in die Keimbahn u¨bergegangen war. Es sind somit
noch keine heterozygoten oder homozygoten KO-Tiere vorhanden.
4.3.3 Karyotypbestimmung mit ES-Zellen
Da keine Chima¨ren erhalten wurden, bei denen die Deletion des Tac2 Gens in die
Keimbahn u¨bergegangen war, mussten nachgepru¨ft werden, ob in einem Teilschritt
der Generierung der chima¨ren Ma¨use ein Fehler vorlag oder eine Bedingung vom
Optimum abwich. Um die Qualita¨t der ES-Zellen abscha¨tzen zu ko¨nnen, wurde
eine Karyotyp-Bestimmung durchgefu¨hrt. Dabei wurden ES-Zellen vor der Elek-
troporation und die Klone, in denen eine homologe Rekombination nachgewiesen
worden war, untersucht. Ein vollsta¨ndiger Chromosomensatz von murinen Zel-
len besteht aus 40 akrozentrischen Chromosomen (Suzuki et al., 1997). Je ho¨her
der Anteil der Zellen mit vollsta¨ndigem Chromosomensatz ist, desto besser ist
die Qualita¨t der verwendeten ES-Zellen. Durch eine hohe Qualita¨t erho¨hen sich
die Chancen, dass einige der homolog rekombinierten ES-Zellen in die Keimbahn
u¨bergehen (Suzuki et al., 1997; Longo et al.,1997).
Abb. 4.25: Darstellung eines Spread zur Karyotypbestimmung A: Zur Karyotypbestim-
mung wurden freiliegende Spreads (mit einem Pfeil gekennzeichnet) verwendet. B: Darstel-
lung eines Spread bei ho¨herer Vergro¨ßerung. Bei dieser Vergro¨ßerung sind die akrozentrischen
Chromosomen gut zu erkennen.
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Die ES-Zellen vor der Elektroporation (ES-WT) wiesen in 54% der Fa¨lle einen
Karyotyp von 40 Chromosomen auf (Abb. 4.26 A). Von den positiven Klonen
zeigte einer in 42% der Fa¨lle einen Karyotyp von 41 Chromosomen, was auf eine
Trisomie hinweisen ko¨nnte (Abb 4.26 B). Es wurde allerdings kein Karyogramm
erstellt, wodurch diese Vermutung ha¨tte besta¨tigt oder widerlegt werden ko¨nnen.
Die drei anderen Klone hatten in 27-39 % der Fa¨lle einen Karyotyp von 40
Chromosomen (Abb. 4.26 C-E). Der Anteil der Zellen mit weniger als 40 Chromo-
somen betrugt vor der Elektroporation 38%, wohingegen er bei den ES-Zellklonen
nach der Elektroporation bei 18% bis 41% lag. Bei den ES-Zellklonen waren
nach der Elektroporation in 27% bis 59% der Fa¨lle mehr als 40 Chromosomen
in einem Zellkern vorhanden, wohingegen bei den Zellen vor der Elektroporation
der Anteil der Zellen mit mehr als 40 Chromosomen nur bei 8% lag.
Chromosomen ES-WT Tac2.7-9 Tac2.9-15 Tac2.11a-100 EP 75-49
pro Spread
35 0 0 1 2 2
36 0 0 5 4 4
37 2 0 4 6 6
38 12 3 9 10 8
39 24 13 22 11 14
40 54 25 27 33 39
41 6 42 15 15 22
42 1 11 10 11 2
43 1 4 5 5 7
44 0 2 2 3 2
Tabelle 4.11: Ha¨ufigkeitstabelle zu den Ergebnissen der Karyo-
typbestimmung der ES-Zellen vor der Elektroporation und der
Klone Tac2.7-9, Tac2.9-15, EP 75-49 und Tac2.11a-100
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Abb. 4.26: U¨bersicht u¨ber den Karyotyp der einzelnen getesteten Klone A: Karyotyp
der ES-Zellen vor der Elektroporation; B: Karyotyp des ES-Zellklons Tac2.7-9; C: Karyotyp des
ES-Zellklons Tac2.9-15; D: Karyotyp des ES-Zellklons EP75-49; E: Karyotyp des ES-Zellklons
Tac2.11a-100
Der hohe Anteil an Zellen mit weniger als 40 Chromosomen ko¨nnte nicht nur
auf chromosomale Aberrationen zuru¨ckzufu¨hren sein, sondern auch darauf, dass
wa¨hrend der Durchfu¨hrung der Methode auch einige Chromosomen weggespu¨lt
wurden. So mussten die Chromosomen nach dem Auftropfen der Proben auf
Objekttra¨ger noch angefa¨rbt werden, wobei sich ein Wegspu¨len der Chromosomen
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zwar einschra¨nken aber nicht vollkommen vermeiden ließ. Zellen, die urspru¨nglich
einen Karyotyp von 40 Chromosomen hatten, wu¨rden dann beim Ausza¨hlen
weniger als 40 Chromosomen aufweisen.
Die Karyotypbestimmung, wie sie hier durchgefu¨hrt wurde, liefert daher keine
absoluten Ergebnisse, sondern gibt eher eine Tendenz wider. Daher ist auch der
Anteil der Zellen mit einem Karyotyp von 40 Chromosomen eher relativ zu sehen,
da er bei allen Klonen unter Beru¨cksichtigung der Ungenauigkeiten der Methode
etwas gro¨sser sein du¨rfte.
Anders verha¨lt es sich dagegen mit dem Anteil an Zellen, die mehr als 40 Chro-
mosomen enthielten. Es ist anzunehmen, dass dieser Anteil auf Fehler wa¨hrend
der mitotischen Teilung zuru¨ckzufu¨hren sind, da methodische Fehler (wie zum
Beispiel das Anspu¨len von Chromosomen) in diesem Fall eher unwahrscheinlich
sind. Dazu kommt noch, dass die ES-Zellen vor der Elektroporation nur zu 8%
mehr als 40 Chromosomen enthielten, wohingegen dies fu¨r die Klone nach der
Elektroporation in 27% bis 59% der Fa¨lle zutraf.
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der Karyotypbestimmung eine
Vera¨nderung des Karyotyps nach der Elektroporation, was sich am deutlichsten
an der prozentualen Abnahme der Zellen mit vollsta¨ndigem Chromosomensatz
und an der Zunahme der Anzahl von Zellen mit einem Karyotyp von mehr als 40
Chromosomen zeigt.
Kapitel 5
Diskussion
5.1 Prima¨rantiko¨rper
Zu Beginn dieser Arbeit mussten geeignete Methoden zur Untersuchung der
Expression und Freisetzung von NKB ausgewa¨hlt und etabliert werden. Die
Lokalisierung des Tachykinins NKB im Nervengewebe sollte dabei durch die
Methode der Immunhistochemie erfolgen. Da aber zu diesem Zeitpunkt kein
geeigneter Prima¨rantiko¨rper zur Verfu¨gung stand, wurde eine Firma beauftragt,
Tiere zu immunisieren, um den beno¨tigten Antiko¨rper zu gewinnen. Die Wahl
fiel dabei auf eine Firma die dazu Hu¨hner verwendet. Der Vorteil gegenu¨ber
konventionellen Methoden der Antiko¨rpergewinnung durch Immunisierung von
Sa¨ugetieren wie zum Beispiel Kaninchen ist, dass die Gewinnung von Antiko¨rpern
aus Hu¨hnereigelb (IgY) besonders schonend abla¨uft, da die Eier und nicht das
Blut zur Antiko¨rpergewinnung genutzt werden. Diese Methode ist ausserdem
sehr effizient, da die Antiko¨rperkonzentration im Eigelb ho¨her ist als im Serum
und ein Huhn, das fu¨nf bis sechs Eier pro Woche legt, im Vergleich zu Kaninchen
fast die 10-fache Antiko¨rpermenge produziert (Larsson et al., 1993). Die An-
tiko¨rperfraktion, die dabei verwendet wird, wird als IgY bezeichnet. Die Struktur
des IgY-Moleku¨ls ist dem des IgG sehr a¨hnlich. Es besteht aus zwei schweren
Ketten mit einer Molekularmasse von 67-70 kDa und zwei leichten Ketten mit
einer Molekularmasse von 25 kDa. Die Masse des IgY Moleku¨ls ist aber mit 180
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kDa ho¨her als bei IgG Moleku¨len (150kDa) und der isoelektrische Punkt von IgY
liegt bei pH 5,7-7,6 und ist somit etwas niedriger als bei IgG. IgY ist hydrophober
als IgG und kann u¨ber mehrere Monate bei Raumtemperatur gelagert werden
(Narat, 2003). Weiterer Vorteile von IgY sind, dass das Immunsystem von
Hu¨hnern auch Epitope erkennt, die vom Immunsystem von Sa¨ugetieren nicht
erkannt werden und dass IgY aufgrund des phylogenetischen Unterschiedes
keine Kreuzreaktionen mit IgG zeigt (Narat, 2003). Fu¨r die Verwendung in
der Immunhistochemie an murinem Gewebe wu¨rde dies bedeuten, dass keine
unspezifischen Reaktionen mit gewebseigenen Antiko¨rpern auftreten.
Bei der Aufreinigung der Antiko¨rper aus dem Eigelb mu¨ssen zuna¨chst die Lipide
entfernt werden, die den Hauptanteil des Hu¨hnereigelb ausmachen. Erst dann
ko¨nnen die Antiko¨rper zum Beispiel durch Zugabe von Salzen oder PEG (Gold-
ring und Croetzer, 2003) ausgefa¨llt werden. Das Ausfa¨llen mit Ammoniumsulfat,
wie es auch zur Aufreinigung der Antiko¨rper in dieser Arbeit verwendet wurde,
ist dabei eine ha¨ufig angewandte Methode (Narat, 2003; Contreras et al., 2005;
Karam et al., 2004; Bizanov und Jonauskiene, 2003). Nach der Aufreinigung
wird die Reinheit der erhaltenen Fraktion ha¨ufig mittels SDS-PAGE u¨berpru¨ft.
Die in der Literatur abgebildeten Ergebnisse (Contreras et al., 2005) entsprechen
dann dem Muster, das auch in dieser Arbeit nach der Aufreinigung gefunden
wurde (Abb. 4.1). Somit kann eine fehlerhafte Aufreinigung als Grund fu¨r die
mangelnde Spezifita¨t des NKB-IgY Antiko¨rpers ausgeschlossen werden.
IgY wird mittlerweile in vielen Bereichen der Forschung, Diagnostic und zu
therapeutischen Zwecken eingesetzt und ersetzt in Methoden wie der Immunfluo-
reszenz, Western Blot und Immunhistochemie die urspru¨nglich verwendeten IgG
Antiko¨rper (Narat 2003). Bei der Anwendung jeder dieser Methoden mussten
bestimmte Bedingungen den Eigenschaften der Antiko¨rper angepasst werden.
Die Anpassungsversuche fu¨r den NKB-IgY Antiko¨rper blieben jedoch erfolglos.
Ein Grund ko¨nnte darin bestehen, dass fu¨r die Immunhistochemie nicht die
Reinheit der Antiko¨rperfraktion sondern die Spezifita¨t fu¨r ein bestimmtes Antigen
ausschlaggebend ist. Die Spezifita¨t eines Antiko¨rpers wird massgeblich durch die
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Herstellung, angefangen bei der Immunisierung der Hu¨hner, beeinflusst. Auch
hier muss die Durchfu¨hrung dem Epitop angepasst werden. So richtet sich die
Frequenz der Immunisierungen und Boosts nach dem immunogenen Potential des
verwendeten Epitops. Ha¨ufig werden die Impfungen und Boosts in Absta¨nden von
zwei bis vier Wochen gegeben (Narat, 2003). Die Hu¨hner aus denen das NKB-IgY
gewonnen wurde, sind im Abstand von drei Wochen immunisiert worden, was
einer mittleren Frequenz entspricht, die in den meisten Fa¨llen zum Erfolg fu¨hren
sollte. Da in diesem Fall aber kein spezifischer Antiko¨rper hergestellt werden
konnte, kann es sein, dass das immunogene Potential des verwendeten Epiotops
zu schwach war, um vom Immunsystem der Hu¨hner erkannt zu werden.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Verwendung von Antiko¨pern aus
Eigelb gegenu¨ber den Antiko¨rpern aus dem Serum von Sa¨ugetieren einige
Vorteile haben sollte, die aber in dieser Arbeit aufgrund fehlender Spezifita¨t des
NKB-IgY nicht ausgenutzt werden konnten. Gru¨nde dafu¨r ko¨nnten in der Art der
Aufreinigung, der mangelden Anpassung der verwendeten immunhistochemischen
Methode oder der Herstellung des Antiko¨rpers liegen. Da aber bis zum heutigen
Zeitpunkt noch kein kommerzieller Antiko¨rper vorhanden ist, der gegen das
Tachykinin NKB gerichtet ist, liegt der Verdacht nahe, dass es als Epitop ein zu
schwaches immunogenes Potential hat.
Zur Lokalisierung von NKB bzw. seines Vorla¨uferproteins wurde schliesslich
ein Antiko¨rper aus dem Serum von Kaninchen verwendet. Das Problem hierbei
war, dass, wie bereits in der Einleitung beschreiben, aus dem Pro-Peptid im
Transgolgi-Bereich das kleinere Tachykinin freigesetzt wird (Pennefather et al.,
2004; Sossin et al., 1989). Dabei war nicht klar, ob die abgespaltenen Teile des
Pro-Peptids im Anschluss abgebaut werden und somit nicht mehr nachweisbar
sind, oder ob sie zusammen mit dem Tachykinin zur Synapse transportiert werden
und somit zum Nachweis des Tachykinins bis zum Freisetzungsort verwendet
werden ko¨nnen.
Vor Beginn dieser Arbeit war der pep2 Antiko¨rper bereits zur Lokalisierung von
NKB in Nervengewebe von Ratten verwendet worden. Dabei konnte einerseits
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gezeigt werden, dass die pep2 Sequenz sowohl in Zellko¨rper, wo die Translation
stattfindet, als auch in Fasern und Synapsen nachgewiesen werden konnte
(Marksteiner et al., 1992). Andererseits wurde nachgewiesen, dass das Muster
der Immunoreaktivita¨t des pep2 Antiko¨rpers dem eines andere Antiko¨rpers, der
gegen NKB gerichtet war, entsprach (Marksteiner et al., 1992). Das bedeutet
einerseits, dass die abgespaltenen Teile des Propeptids im Nervengewebe von
Ratte nicht vor dem Erreichen der Synapse abgebaut werden und andereseits mit
NKB bis zum Erreichen der Synapse kolokalisiert sind. Daher wurde der pep2
Antiko¨rper verwendet, um NKB im Nervengewebe von Ma¨usen zu lokalisieren.
5.2 Expressionsmuster von NKB und NK3 in Gehir-
nen von Ratten und Ma¨usen
Ratten werden ha¨ufig als Versuchstiere in physiologischen und pharmakologischen
Studien eingesetzt. In genetischen Studien werden aber Ma¨use bevorzugt, da ihr
Genom bereits sehr gut untersucht und durch Einbringen von DNA in ES-Zellen
auch manipulierbar ist. Um Ergebnisse aus Tests mit Ratten auf andere Ver-
suchstiere oder sogar den menschlichen Organismus u¨bertragen zu ko¨nnen, ist
es darum wichtig, speziesabha¨ngige physiologische Abweichungen zu kennen. Im
vorliegenden Fall war bis zum Beginn der Arbeit nur die Expression von NKB
im zentralen Nervensystem von Ratten beschrieben worden (Warden und Young,
1988; Marksteiner et al., 1992). Ein Ziel der Arbeit war es darum, zuna¨chst die
Expression von NKB im Nervengewebe und in peripheren Geweben von Ma¨usen
zu untersuchen und mit dem Expressionsmuster der Ratte zu vergleichen. Dabei
konnten viele A¨hnlichkeiten festgestellt werden, aber es wurden auch einige
Unterschiede zwischen Ma¨usen und Ratten beobachtet. So war zum Beispiel die
Anzahl der Zellko¨rper, die pep2-IR zeigten, bei Ma¨usen geringer als bei Ratten.
Eine Erka¨rung dafu¨r ko¨nnte eine geringere Sensitivita¨t des Antiko¨rpers auf
Schnitte aus Mausgewebe sein. Die immunhistochemische Signale konnten zwar
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mit derselben Konzentration an Protein (100µm) in Maus- und Rattengewebe
vollsta¨ndig blockiert werden. Aber die Pra¨adsorption wurde urspru¨nglich nur zur
Untersuchung der Spezifita¨t und nicht der Sensitivita¨t des Antiko¨rpers durch-
gefu¨hrt. Daher kann es sein, dass ein geringer Sensitivita¨tsunterschied zwischen
Ratten und Mausgewebe besteht, der aber aufgrund zu weit auseinanderliegender
Konzentrationen in der Verdu¨nnungsreihe nicht erfasst werden konnte. Wu¨rde
dies nicht zutreffen, wa¨re anzunehmen, dass im Mausgewebe weniger Zellen
NKB herstellen als im Gewebe von Ratten, was auf einen speziesabha¨ngigen
quantitativen Unterschied hinweisen wu¨rde, der aber nicht weiter untersucht und
in der Literatur auch nicht beschrieben wurde.
Die Funktion von NKB im Gehirn ist weiterhin ungekla¨rt. Es gibt zwar viele
Studien mit NK3 Rezeptoragonisten und Antagonisten, in denen antihypertensive
(Lessard et al., 2002), anxiogene (Ribeiro et al., 2002; Teixeira et al., 1996),
hyperalgetische (Houghton et al., 1999; Zaratin et al., 1999) Effekte beobachtet
wurden. Ob aber alle diese Effekte auch und vor allem ausschliesslich von NKB
und von keinem anderen Tachykinin ausgelo¨st werden ko¨nnen, wurde bisher noch
nicht vollsta¨ndig untersucht.
U¨bereinstimmungen im Expressionsmuster von Tac2 mRNA und pep2-IR in
Gehirnen von Ma¨usen und Ratten implizieren gleichbleibende Funktionen fu¨r
Tachykinine. Ein Beispiel fu¨r ein solches konserviertes neuronales Projektions-
system verla¨uft von den Habenulae zum Nucleus interpeduncularis (Ciani et al.,
2005). Tac2 mRNA wird im Nucleus Habenulae synthetisiert und NKB wird von
diesen Neuronen im Nucleus interpeduncularis freigesetzt. Tierversuche zeigen,
dass die Habenulae an verschiedenen Prozessen beteiligt sind, die bei depressiven
Patienten gesto¨rt sind, wie zum Beispiel Schlaf-Wach-Rhythmus, Belohnungsme-
chanismen und Schmerzempfinden (Shumake et Gonzales-Lima, 2003). Außerdem
werden die Habenulae ha¨ufig mit Paarungs-, Lern- und Fressverhalten und
der hormonellen Antwort auf Stress in Verbindung gebracht. So wurde zum
Beispiel nachgewiesen, dass hypermetabolische Vera¨nderungen in diesem System
zu erho¨hter Anfa¨lligkeit fu¨r hilfloses Verhalten und Depression fu¨hren ko¨nnen
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(Shumake et Gonzales-Lima, 2003). Die Habenulae sind verbunden mit der
Area ventralis tegmentalis und dem Nucleus accumbens, zwei Regionen, die
mo¨glicherweise fu¨r Dopamin-abha¨ngigen Vera¨nderungen im Nucleus Habenulae
verantwortlich sind (Shumake et Gonzales-Lima, 2003).
Ein weiteres konserviertes Projektionssystem besteht zwischen dem lateralen
Nucleus corporis mamillaris und dem Nucleus anterior dorsalis. Vom Nucleus
corporis mamillaris ist seit la¨ngerem bekannt, dass er eine wichtige Rolle in
der Funktion des Geda¨chtnisses spielt (Sziklas und Petrides, 1998). Er wird
vom Hippocampus innerviert und projeziert in den Bereich des Nucleus anterior
dorsalis des Thalamus. In Versuchen mit Ratten konnte gezeigt werden, dass
diese Projektionssysteme notwendig sind fu¨r das Erinnern von ra¨umlichen
Informationen (Vann und Aggleton, 2003).
Eine starke Tac2 mRNA- und NKB-Expression, wie sie in diesen Projektions-
systemem beobachtet wurde, ko¨nnten auf eine regulatorische Funktion von NKB
hinweisen.
Die Ergebnisse der Immunhistochemie und der In situ-Hybridisierung zeigen,
dass der Hypothalamus ebenfalls eine Region ist, die bei Ratten und Ma¨usen von
NKB-enthaltenden Fasern und Zellen innerviert wird. Besonders hervorzuheben
sind dabei der Nucleus arcuatus, die Area preoptica und der Nucleus Striae
terminalis, die Teil der reproduktiven Achse sind (King et al., 1982; Dong et al.,
2004). Untersuchungen an menschlichem Gewebe ergaben, dass SP und NKB
in Hypothalamus komplementa¨r verteilt sind (Chawla et al., 1997). Zusa¨tzlich
wurde nachgewiesen, dass die Tac2 mRNA-Expression im Nucleus arcuatus
bei Ma¨usen durch den Estrogenrezeptor α beeinflusst wird (Dellovade et al.,
2004). Ausserdem kann die LH Sekretion im Hypothalamus bei Ratten durch den
NK3-Agonisten Senktide inhibiert werden (Guzman et al., 2004). Es gibt also
deutliche Anzeichen dafu¨r, dass das NKB/NK3-System im Gehirn reproduktive
Funktionen beeinflusst.
Unterschiede zwischen Ratten und Ma¨usen wurden zum Beispiel im Hippocampus
beobachtet. Hier konnte NK3 mRNA bei Ratten und Ma¨usen gleichermaßen
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nachgewiesen werden, pep2-IR dagegen nur bei Ratten. Das ko¨nnte bedeuten,
dass bei Ma¨usen ein anderer Ligand die Aktivierung der NK3 Rezeptoren im Hip-
pocampus u¨bernimmt wie zum Beispiel das Tachykinin SP. Das Vorkommen von
SP im Hippocampus wurde bereits im Zusammenhang mit zentralen Kra¨mpfen
nachgewiesen (Liu et al., 1999).
Da im Hippocampus immunhistochemisch mit dem pep2 Antiko¨rper fast nur
Zellko¨rper angefa¨rbt wurden und sich diese Fa¨rbungen mit den Signalen der
Tac2 Sonde aus der in situ Hybridisierung vollsta¨ndig u¨berlagern, ist es darum
notwendig auch die Nuclei zu beru¨cksichtigen, in die der Hippocampus pro-
jeziert. Der Hippocampus spielt eine zentrale Rolle bei Geda¨chtnisfunktionen
und Epilepsie-Erkrankungen (Kralic et al., 2005; Vakalopoulos, 2006) und
er innerviert Nuclei, die ebenfalls zu einer bestimmten Geda¨chtnisleistung
beitragen und in denen pep2-IR nachgeweisen wurde. Bereits erwa¨hnt wurden
der Nucleus corporis mamillaris und der Nucleus anterior dorsalis, die zum
Erinnern ra¨umlicher Informationen notwendig sind (Vann und Aggleton, 2003).
Aber auch die Substantia nigra und die Area tegmentalis ventralis werden von
Hippocampus innerviert und sind neben einigen anderen Funktionen auch an
Geda¨chtnisleistungen beteiligt (Ambrogi Lorenzini et al., 1998; Lisman und
Grace 2005).
Ein weiteres Beispiel fu¨r einen Unterschied zwischen der Tac2 Expression in
Maus und Ratte ist das Projektionssystem zwischen dem Nucleus des Tractus
olfactorius lateralis und dem Tuberculum olfactorium. Tac2 mRNA konnte nur
im Nucleus des Tractus olfactorius lateralis der Ratte nachgewiesen werden. Bei
der Maus fehlten Signale in diesem Bereich. Entsprechend wurde pep-IR nur
im Tuberculum olfactorium von Ratten detektiert, wohingegen im Tuberculum
olfactorium von Ma¨usen keine pep2-IR nachgewiesen werden konnte. Es gibt
nur wenig Information u¨ber die Funktion dieser Nuclei. Aber Untersuchungen
an Ratten weisen darauf hin, dass der Nucleus des Tractus olfactorius lateralis
nicht-pheromonales olfaktorisch-gesteuertes Verhalten (wie zum Beispiel Fressen)
beeinflusst (Santiago und Shammah-Lagnado, 2004). Abweichungen auf der
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Ebene von Genexpression in diesen Projektionssystemen ko¨nnten sich somit in
speziesabha¨ngigen Unterschieden im Lern- und Fressverhalten von Ratten und
Ma¨usen widerspiegeln.
Neben den Unterschieden zwischen Maus und Ratte wurden auch Abweichungen
zwischen der NK3 Expression und der pep2-IR festgestellt. Da NKB das Tachyki-
nin mit der gro¨ssten Affinita¨t zum NK3 Rezeptor ist, wa¨re zu erwarten, dass dort,
wo NK3 exprimiert wird auch pep2-IR auftritt. Starke Signale fu¨r NK3 mRNA
wurden im supraoptischen Nucleus nachgewiesen. Seit la¨ngerem wird vermutet,
dass das Tachykininsystem in diesem Nucleus die Vasopressin Freisetzung steuert
und so den Blutdruck regulieren kann (Spitznagel et al., 2001). Obwohl SP-IR in
diesem Nucleus bei Ratten beschrieben worden ist, konnte nicht nachgewiesen
werden, dass SP die Vasopressin-Freisetzung beeinflusst (Howe et al., 2004). Die
pep2-IR, die im supraoptischen Nucleus von Ratten und Ma¨usen beobachtet
wurde, ist zwar sehr schwach, aber bei Ratten ist nach einem fu¨nfta¨gigen
Wasserentzug ein starker Anstieg der pep2-IR beobachtet worden (Hatae et al.,
2001). Es ko¨nnte sich hier also um ein autorezeptives System handeln, dass bei
bestimmten a¨usseren Bedingungen wie Wasserentzug zur Aufrechterhaltung des
Blutdruckes aktiviert wird.
Schwieriger ist es dagegen, Abweichungen in der Amygdala zu erkla¨ren. NK3
mRNA wurde vor allem im basolateralen Teil nachgewiesen, wohingegen pep2-IR
ausschliesslich in zentralen Teil der Amygdala auftritt. SP scheidet in diesem Fall
als Ligand aus, da SP-IR ebenfalls nur im zentralen Teil nachgewiesen werden
konnte. Im zentralen Teil der Amygdala konnten einige Zellko¨rper mit pep2-IR
nachgewiesen werden. Wenn diese in den basolateralen Teil der Amygdala proje-
zieren wu¨rden, ko¨nnte das u¨ber diesen Weg freigesetzte NKB die NK3 Rezeptoren
aktivieren. Die Amygdala ist an Prozessen fu¨r das Erinnern von Informationen
in Verbindung mit Emotionen beteiligt (Holland und Gallagher, 1999). Dabei
stellt die basolaterale Amygdala die Stelle dar, an der die Informationen in die
Amygdala gelangen. Sie leitet sie weiter in oder durch den zentralen Teil der
Amygdala, von wo aus Neuronen in andere Gehirnregionen projezieren (Pare
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et al., 2003; Quirk et al., 2003, Likhtik et al., 2005). Eine Verbindung aus dem
zentralen Teil der Amygdala in den basolateralen wird im Gegensatz dazu nicht
erwa¨hnt. Es bleibt also weiterhin ungekla¨rt, welcher Ligand die NK3 Rezeptoren
in der basolateralen Amygdala aktiviert.
Zusammenfassend kann man sagen, dass U¨bereinstimmungen im NKB Expres-
sionsmuster bei Ratten und Ma¨usen auf eine speziesu¨bergreifende Funktion
in reproduktiven Prozessen hinweist. Abweichungen zwischen Maus und Ratte
betreffen vor allem Regionen die fu¨r das Geda¨chtnis (Hippocampus) oder das
Fressverhalten (Nucleus des Tractus olfactorius lateralis) zusta¨ndig sind. In
einigen Regionen, in denen zwar NK3-Rezeptoren aber kein Ligand nachgewiesen
werden konnte, ko¨nnte durch bestimmte a¨ussere Bedingungen (wie zum Beispiel
Wasserentzug) ein autorezeptives System aktiviert werden. Bei anderen konnte
das Fehlen von NKB nicht theoretisch erkla¨rt werden.
5.3 Tac2- und NK3-Genexpression in peripheren Ge-
weben von Ma¨usen
Neben der Verteilung von NKB im Gehirn wurde auch die Expression von Tac2
und NK3 in peripheren Geweben untersucht. Da NKB lange nicht in peripheren
Organen detektiert werden konnte, stand zuna¨chst der qualitative Nachweis der
Genexpression und weniger eine Lokalisierung im Vordergrund. Daher wurde in
diesem Fall die Methode der RT-PCR ausgewa¨hlt. Der Vorteil dieser Methode
ist die Sensitivita¨t. Geringe Mengen an mRNA ko¨nnen nach der Amplifikation
der entsprechenden cDNA durch eine spezifische PCR nachgewiesen werden. Die
RT-PCR liefert im Gegensatz zur Immunhistochemie allerdings keine Information
u¨ber die Lokalisierung des Tachykinins oder des Rezeptors. Tac2 und NK3 mRNA
wurde wider Erwarten nicht nur in Geweben wie dem Ru¨ckenmark und der
Retina nachgewiesen, die zum zentralen Nervensystems geza¨hlt werden, son-
dern auch in Geweben wie der Plazenta, die aus nicht-neuronalen Zellen bestehen.
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Ru¨ckenmark und Retina
Aus immunhistochemischen Versuchen war bereits bekannt, dass bei Ratten
NKB in der Lamina II des dorsalen Horns freigesetzt wird (McLeod et al., 2000).
In Verlauf dieser Arbeit konnte dies auch fu¨r Ma¨use gezeigt werden. In weiteren
Studien konnten ausserdem NK3 Rezeptoren immunhistochemisch ebenfalls
in der Lamina II bei Ratten nachgewiesen werden (Ding et al., 2002). Die
Ergebnisse der RT-PCR fu¨r Ma¨use stimmen also mit den immunhistochemischen
Ergebnissen aus der Literatur fu¨r Ratten u¨berein. Daher ist es naheliegend
zu vermuten, dass auch die Funktion des NKB/NK3 Systems bei Ratten und
Ma¨usen gleich ist. Bei Ratten wurde eine Beleiligung an Schmerzwahrnehmung
zwar lange vermutet, aber es konnte nicht genau bestimmt werden, ob das
NKB/NK3-System an der Nociception oder an der Antinociception beteiligt
ist. Mittlerweile konnte jedoch nachgewiesen werden, dass NK3 Rezeptoren
in der Lamina II sowohl mit µ-Opioidrezeptoren, die einen antinociceptiven
Effekt auslo¨sen, als auch mit der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS), die durch
die Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) an der Nociception beteiligt ist,
kolokalisiert sind (Fu¨rst 1999; Ding et al., 2002). Das NKB/NK3-System ko¨nnte
daher modulierend an der Schmerzwahrnehmung beteiligt sein (Ding et al., 2002).
Magen-Darm-Trakt
Auch im Magen-Darm-Trakt wurde Tac2 und NK3 mRNA mittels RT-PCR
detektiert. In der Literatur war bereits das Vorkommen und die Funktion von
NK3 Rezeptoren im Darm von Ratten und Ma¨usen beschrieben worden. Sie sind
in sensorischen Nerven des Du¨nn- und Dickdarms enthalten und ihre Aktivierung
fu¨hrt dort sowohl zur Kontraktion als auch zur Relaxation des Darms (Mann
et al., 1997; Wang et al., 2002). Studien zeigten, dass mit NK3 Antagonisten
die Nociception schmerzhafter Darmkontraktionen und die durch Stress ver-
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unsachte Hypersensitivita¨t reduziert werden ko¨nnen. Aber im Gegensatz zu
dem, was lange vermutet wurde, haben NK3 Antagonisten keinen Einfluss auf
Entzu¨ndungsreaktionen im Darm (Fioramonti et al., 2003). Die Expression von
Tac2 mRNA oder die Freisetzung von NKB im Darm wurde in der Literatur
bisher noch nicht beschrieben und stellen somit ein vo¨llig neues Ergebnis dar.
Es ist anzunehmen, dass NKB so freigesetzt wird, dass es die NK3 Rezeptoren
aktivieren kann. Welche Faktoren aber zu einer Freisetzung von NKB fu¨hren,
wurden noch nicht untersucht.
Ovar, Uterus und Plazenta
Die Expression von Tac2 und NK3 mRNA im Uterus und der Plazenta wurde
bereits fu¨r die Ratte und den menschlichen Organismus beschrieben und in
Abha¨ngigkeit von Hormonspiegel und dem Verlauf von Schwangerschaft und
Tra¨chtigkeit untersucht (Pinto et al., 2004; Pinto et al., 2001; Page et al.,
2000; Page et al., 2001; Patak et al., 2003; Candenas et al., 2001). Dabei steht
meistens eine erho¨hte NKB Freisetzung aus der Plazenta wa¨hrend des letzten
Drittels der Schwangerschaft und die dadurch verursachten Symptome der
Pra¨eklampsie im Mittelpunkt. Die Ergebnisse der RT-PCR fu¨r murines Gewebe
aus dieser Arbeit besta¨tigen weitgehend die Ergebnisse aus der Literatur. So
konnte u¨bereinstimmend mit den Ergebnissen fu¨r humanes Gewebe im Uterus
und der Plazenta Tac2 mRNA nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen fu¨r humanes Gewebe wurden keine NK3 Rezeptoren in der Plazenta
sondern nur im Ovar detektiert. Obwohl bisher die Expression von NKB und
NK3 Rezeptoren im peripheren Gewebe von Ma¨usen noch nicht bekannt war
und es einige Unterschiede im Aufbau der murinen und humanen Plazenta gibt,
existieren bereits einige murine Modelle zur Untersuchung einzelner Faktoren
und mo¨glicher Ursachen der Pra¨eklampsie (Cross, 2003).
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Lunge, Niere
Lunge und Niere geho¨ren zu den Organen, bei denen eine Rolle der Tachykinine
an der Entstehung von pathogenen Vera¨nderungen wie Asthma oder Proteinurie
als Symptom der Pra¨eklampsie ha¨ufig diskutiert werden.
Im Lungengewebe von Ma¨usen konnte Tac2 und NK3 mRNA allerdings nicht
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurden beim Menschen sowohl Tac3
als auch NK3 Transkripte im Lungengewebe detektiert (Pinto et al., 2004). In
pharmakologischen Tests mit NK3-Antagonisten konnten bisher jedoch noch nie
Effekte in der Plasmaextravasion gemessen werden. Auch NK3 Knockout-Ma¨use
zeigten keinen Pha¨notyp in allergischen Tests (Grant et al., 2002, Kung et
al., 2004). Beide Ergebnisse wu¨rden fu¨r ein Fehlen von NK3 Rezeptoren im
Lungengewebe von Ma¨usen sprechen und somit die Ergebnisse aus der RT-PCR
besta¨tigen.
Milz, Nebenniere, Thymus
Tac3 Expression wurde in humanem Thymus-Gewebe bereits beschrieben und
besta¨tigt das Ergebniss der RT-PCR fu¨r murines Gewebe. Das Fehlen von NK3
mRNA im Thymus konnte ebenfalls u¨bereinstimmend in murinem und humanem
Gewebe beobachtet werden (Pinto et al., 2004). Neu ist dagegen, dass bei der
Maus Tac2 mRNA auch in der Nebenniere und in der Milz exprimiert wird.
Da auch fu¨r die Untersuchung des menschlichen Gewebes die Methode der
RT-PCR gewa¨hlt wurde, ko¨nnen zu diesen Geweben keine genauen Aussagen
zu Lokalisation und Funktion des Tachykinins gemacht werden. Mo¨glich wa¨re,
dass NKB wie im Darm Rezeptoren aktiviert, die in Nervenzellen exprimiert
werden. Da in der Maus keine NK3 Rezeptoren im Darm vorhanden sind, wu¨rden
dann andere Neurokininrezeptoren wie die NK1 oder NK2 Rezeptoren aktiviert
werden, deren Expression aber auch noch nicht untersucht wurde.
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5.4 Deletion des murinen Tac2 Gens
Die physiologische Funktion des NKB/NK3-Systems sollte an Tac2-Knockout-
Ma¨usen untersucht werden. Im Verlauf dieser Arbeit war es jedoch nicht mo¨glich
die gewu¨nschte Deletion in die Keimbahn von Ma¨usen einzufu¨gen. Mangelnde
Keimbahnga¨ngigkeit bei der Generierung von KO-Ma¨usen wird in der Literatur
ha¨ufig beschrieben und die Gru¨nde dafu¨r werden kontrovers diskutiert. Eine wich-
tige Rolle scheinen dabei die verwendeten ES-Zellen zu spielen, wobei noch nicht
gekla¨rt ist, ob die mangelnde Totipotenz oder ein aneuploider Karyotyp ausschlag-
gebend fu¨r den Verlust der Keimbahnga¨ngigkeit sind (Suszuki et al., 1997). Die
Wahrscheinlichkeit der Keimbahnga¨ngigkeit von ES-Zellen verringert sich jedoch
mit steigender Anzahl an Zellen mit aneuploidem Chromosomensatz. Wenn mehr
als 50% der ES-Zellen einen aneuploiden Chromosomensatz aufweisen, scheint ei-
ne Integration in die Keimbahn nicht mo¨glich zu sein (Longo et al., 1997). Alle in
Abschnitt 4.3.3 untersuchten Klone weisen nach der Elektroporation in deutlich
weniger als 50% der Fa¨lle einen euploiden Chromosomensatz von 40 Chromoso-
men auf, was ein Grund fu¨r die fehlende Keimbahnga¨ngigkeit der Deletion des
Tac2 Gens sein ko¨nnte.
Besonders auffallend ist der Karyotyp des Klons Tac2.7-9. Die Auswertung der Ka-
ryotypbestimmung weist auf eine mo¨gliche Trisomie hin. Trisomien treten ha¨ufig
in ES-Zellen auf. In einigen Fa¨llen, wie zum Beispiel bei einer Trisomie des Chro-
mosoms 8, fu¨hrt dies zu einer erho¨hten Wachstumsrate der Zellen, die die Trisomie
aufweisen. Dadurch ko¨nnen nach einiger Zeit die Zellen mit einem euploiden Chro-
mosomensatz verloren gehen, da sie sich langsamer teilen. Aber im Gegensatz zu
Zellen mit einem euploidem Chromosomensatz gehen Zellen mit einer Trisomie
eher selten in die Keimbahn u¨ber (Liu et al., 1997).
Analog dazu konnte auch beim Klon Tac2.7-9 eine hohe Wachstumsrate beob-
achtete werden, wodurch sich die Zellen mit einer Trisomie nach einigen Passa-
gen anreichern ko¨nnten. Obwohl mit diesem Klon Tiere mit einem relativ hohen
Chima¨rita¨tsgrad (ca. 70%) erreicht werden konnten, wurde die Deletion des Tac2
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Gens aus den ES-Zellen nicht auf die Keimbahn dieser Tiere u¨bertragen. Ausser-
dem entstanden mit diesem Klon die meisten der infertilen Ma¨nnchen und zwei
Hermaphroditen. Daher scheint dieser Klon trotz seiner hohen Wachstumsrate
nicht fu¨r die Generierung von KO-Ma¨usen geeignet zu sein, was vermutlich auf
eine Trisomie zuru¨ckzufu¨hren ist.
Ein aneuploider Chromosomensatz tritt besonders bei murinen ES-Zellen nach
einer hohen Anzahl von Passagen auf und spiegelt sich dann in einer geringen
Chima¨rita¨t der entstandenen Tiere wider (Longo et al., 1997). Der Grad der
Chima¨rita¨t wiederum steht in engen Zusammenhang mit Wahrscheinlichkeit der
Keimbahnga¨ngigkeit von ES-Zellklonen. Je ho¨her der Chima¨rita¨tsgrad eines Tie-
res ist, der anhand der Fellfarbe abgescha¨tzt werden kann, desto ho¨her ist auch
die Wahrscheinlichkeit, dass das chima¨re Tier die Deletion eines Gens auf seine
Nachkommen u¨bertra¨gt (Longo et al., 1997; Suszuki et al., 1997) Die fu¨r diese Ar-
beit verwendeten ES-Zellen wurden vor der Mikroinjektion in Blastozysten mehr
als 20 Mal passagiert, da bereits die ES-Zellen, die vor der Elektroporation in Kul-
tur genommen wurden, Passage 15 hatten. Die daraus entstandenen Tiere (ausser
denen die durch Mikroinjektion des Tac2.7-9 Klons entstanden sind) wiesen meist
eine geringe Chima¨rita¨t auf und u¨bertrugen die nachgewiesene Deletion des Tac2
Gens nicht auf ihre Nachkommen.
Die Ursache der fehlenden Keimbahnga¨ngigkeit bei den untersuchten ES-
Zellklonen ist vermutlich auf die hohe Anzahl der Passagen zuru¨chzufu¨hren, durch
die die Ausbildung eines aneuploiden Chromosomensatzes begu¨nstig wurde.
Als positives Ergebnis ist jedoch zu erwa¨hnen, dass bereits ein Targeting-Vektor
zur Verfu¨gung steht, mit dem eine homologe Rekombination bereits in vier Fa¨llen
durch Southern blots und PCR nachgewiesen werden konnte, der also in das Maus-
genom integriert werden kann. Somit kann nun, da die Ursache fu¨r die fehlende
Keimbahnga¨ngigkeit gefunden wurde, bei Verwendung von ES-Zellen mit euploi-
dem Chromosomensatz und geringerer Anzahl von Passagen in naher Zukunft
eine Tac2 KO-Maus hergestellt werden.
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Zusammenfassung
Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von NKB im ZNS und in peripheren Ge-
weben der Maus durch in situ Hybridisierung, Immunhistochemie und RT-PCR zu
untersuchen. Tac2 mRNA und Immunoreaktivita¨t fu¨r das NKB Vorla¨uferprotein
pep2 konnte in vielen Bereichen des Gehirns nachgewiesen werden. Eine starke
Expression wurde vor allem in Bereichen des Thalamus und Hypothalamus (Ha-
benulae, Nucleus anterior dorsalis, Area preoptica, Nucleus arcuatus) beobachtet.
Beim Vergleich des murinen Expressionsmusters mit dem der Ratte konnten eini-
ge Abweichungen festgestellt werden. Nur bei Ratten konnte eine Expression von
Tac2 mRNA im Nucleus des lateralen olfactorischen Traktes und im Hippocampus
nachgewiesen werden. Entsprechend fehlten bei Ma¨usen auch Signale fu¨r NKB in
den Projektionsgebieten, wohingegen bei Ratten die Signale vorhanden waren.
NKB zeigt die ho¨chste Affinita¨t zum NK3 Rezeptor. Daher wurde auch das Ex-
pressionsmuster fu¨r NK3 mRNA untersucht. Obwohl fu¨r Tac2 mRNA Abweichun-
gen zwischen Maus und Ratte beobachtet worden waren, traf dies nicht auf die
Expressionsmuster fu¨r NK3 zu. Die Signale fu¨r NK3 mRNA ergaben wider Er-
warten in Gehirnen von Ma¨usen und Ratten identische Muster. Es gab allerdings
Abweichungen zwischen der pep2-IR und dem NK3 Expressionsmuster im Hip-
pocampus und in der Amygdala, was teilweise damit erkla¨rt werden kann, dass
andere Tachykinine in diesen Regionen NK3 Rezeptoren aktivieren ko¨nnten.
Die Untersuchung der peripheren Gewebe ergab, dass Tac2 mRNA ausserhalb des
Gehirns noch in weiteren Geweben (Ru¨ckenmark, Auge, Dick- und Du¨nndarm,
Milz, Nebenniere Thymus, Uterus, Plazenta) nachgewiesen werden konnte. Die
NK3 Expression konnte nur in wenigen peripheren Geweben (Magen, Dick- und
Du¨nndarm, Ovar) und im Ru¨ckenmark und im Auge nachgeweisen werden. Im
Gegensatz zu Ergebnissen aus Expressionsstudien fu¨r den Menschen konnte keine
Tac2 mRNA in der Niere, der Lunge oder der Leber von Ma¨usen nachgewiesen
werden.
Um die Funktion des murinen Tac2 Gens zu untersuchen, sollte eine gezielte De-
letion dieses Gens durchgefu¨hrt werden. Dazu wurde ein Targeting-Vektor herge-
stellt und in ES-Zellen elektroporiert. Mit Hilfe von Markern ( Neomycinresistenz,
Abwesenheit des Gens fu¨r HSV-TK) und der Southern Blot Methode wurden diese
Zellen selektiert und auf homologe Rekombination u¨berpru¨ft. Insgesamt wurden
vier Klone ausgewa¨hlt, die in Blastzysten injiziert oder mit Morulae aggregiert
wurden. Nach dem Retransfer in scheintra¨chtige Weibchen wurden chima¨re Tiere
geboren, die eine Chima¨rita¨tsgrad zwischen 10% und 70% zeigten. Alle Tiere, die
einen Chima¨rita¨tsgrad von mehr als 10% zeigten, wurden verpaart. Aus diesen
Verpaarungen sind jedoch keine heterozygoten Tiere hervorgegangen, was darauf
hinweist, dass die Deletion des Gens nicht in die Keimbahn der Tiere integriert
werden konnte.
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Kapitel 7
Anhang
7.1 Abku¨rzungsverzeichnis
A Adenin
Abb. Abbildung
A. bidest Aqua bidestillata
zweifach destilliertes demineralisiertes Wasser
APS Ammoniumpersulfat
ATP Adenosintriphosphat
BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
BSA bovines Serumalbumin
C Cytosin
cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
cDNA Komplementa¨re DNA
CGRP Calcitonin gene related peptide
DAB Diaminobenzidin
DEPC Diethylpyrocarbonat
DIG Digoxigenin
DMEM Dubelcco´s Modified Eagle Medium
DMF Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsa¨ure
dNTPs Desoxynukleotidtriphosphat
DTT Dithiothreitol
FCS Foetales Ka¨lberserum
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraessigsa¨ure
ES-Zellen Embryonale Stammzellen
FIAU 2´-Deoxy-2´-fluoro-β-D-arabinofuranosyl-5-iodouracil
G Guanin
GABA Gamma-Aminobuttersa¨ure
GDP Guanosindiphosphat
GTP Guanosintriphosphat
HBSS Hanks´balanced salt solution
KO Knockout
hCG Humanes Choriongonadotropin
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ICM inner cell mass
IgG Immunglobulin G
IgY Antiko¨rper aus Hu¨hnereigelb
IP3 Inositoltriphosphat
IR Immunoreaktivita¨t
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
LB-Medium Na¨hrmedium nach Luria-Bertani
LIF Leukemia inhibitory factor
MEF Murine embryonale Fibroblasten
m/v Masse pro Volumen
MOPS Morpholinopropansulfonsa¨ure
NaCl Natriumchlorid
NBT Nitroblue tetrazolium
NK1 Neurokininrezeptor 1
NK2 Neurokininrezeptor2
NK3 Neurokininrezeptor3
NKA Neurokinin A
NKB Neurokinin B
PAC Phage artificial chromosom,
ku¨nstliches Phagenchromosom
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate buffered saline, Phosphatpuffer
PCR Polymerase chain reaction,
Polymerase Kettenreaktion
PFA Paraformaldehyd
PMS Pregnant mare serum
RNA Ribonukleinsa¨ure
RNase Ribonuklease
RT Raumtemperatur
RT-PCR PCR kombiniert mit reverser Transkription
SDS Sodium dodecyl sulfate), Natriumdodecylsulfat
SP Substanz P
T Thymin
Tab. Tabelle
Tac1 SP und NKA codierendes Gen
Tac2 Gen, das NKB bei Ratten und Ma¨usen
Tac3 humanes NKB codierendes Gen
Tac4 Gen, das Endokinine und Hemokinine codiert
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TEMED N,N,N´,N´,-Tetramethylendiamin
UpM Umdrehungen pro Minute
v/v Volumen pro Volumen
wt Wildtyp
ZNS zentrales Nervensystem
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7.2 Aminosa¨urecode
A Ala Alanin
C Cys Cystein
D Asp Asparaginsa¨ure
E Glu Glutaminsa¨ure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin
H His Histidin
I Ile Isoleucin
K Lys Lysin
L Leu Leucin
M Met Methionin
N Asn Asparagin
P Pro Prolin
Q Gln Glutamin
R Arg Arginin
S Ser Serin
T Thr Threonin
V Val Valin
W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin
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